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  چکیده

 ـ    یمنیبا واسطه ا یعصب  يماریک بی (MS)س یپل اسکلروزیمولت تن میلـین سـلولهاي   اسـت کـه در آن از بـین رف

 ـیه. است  (CNS)يمرکز ینده دستگاه عصبیفرسا يماریدهد و ب یم يعصبی رو کـه بـه    یژن هـدف مخصوص ـ  یچ آنت

هنـوز شـناخته شـده     MSعلت بیمـاري  . است رد هنوز شناخته نشدهیمورد حمله قرار گ MSماران یب یمنیستم ایله سیوس

مولتیپل اسـکلروزیس  . ارتباط دارد یطیا محیو  یکیژنت، یکروبیم يهان است که این بیماري با فاکتوریده بر ایعق. ستین

هـاي مغـزي و مـایع مغـزي      آسیباین نظریه بر اساس مطالعه . بررسی شده است Th1به عنوان یک بیماري با واسطه 

 ـیا يثابت شده است که پاسخ ها. می باشد يمارین بیا یوانینخاعی و همچنین بررسی مدلهاي ح رخ  MSنابجـا در   یمن

سایتوکاین ها پروتئین . دهد یر قرار میرا تحت تاث يماریجه بیشود قطعاً نت ید مین هایی که تولیتوکایف سایدهد و ط یم

و هـم در واکـنش هـاي غیـر      بی ایمونولوژیـک هاي محلول یا گلیکوپروتئین هایی هستند که هم در واکنش هاي التهـا 

آنها . هماهنگ می کنندانتهاي بیماري  تا امراحل پاسخ ایمنی را از ابتدسایتوکاین ها همه . ک شرکت می کنندیمونولوژیا

. رنده مناسب سایتوکاین را بیان می کنند عمل می کننـد یبه وسیله انواع سلول ها ترشح می شوند و روي سلولهایی که گ

 MSمثـل   ینیمع یالتهاب يها يماریاست که در ب یمنیم کننده این تنظیتوکایک سای (TNF-α)تومور نکروز فاکتور آلفا 

 Шکـه در منطقـه کـلاس    TNF يآلل هـا ، MSدر بررسی افراد مستعد به . باشد یل میدخ (RA)ت ید آرتریو  روماتوئ

/ تیدودمـان منوس ـ  يسـلولها . شـوند  ید مطالعـه م ـ یکاند يقرار دارند به عنوان ژنها (MHC) یکمپلکس سازگار نسج

 (LPS)ن یت هـا اندوتوکس ـ یمنوس ـ ين محرکهـا بـرا  یتر ياز قو یکی. باشند یم TNF-αد ین منبع تولیماکروفاژ بزرگتر

، (LPS)د یسـاکار  یپوپلیدر پاسخ به ل. مشتق شده است یگرم منف يهایباکتر یخارج یواره سلولیاست که از د ییایباکتر

-IL)ک ی ـن یلـوک نتریو ا (IL-6)ن شش ینترلوکیا، TNF-αمثل  یش التهابیپ ين هایتو کایسا يادیت ها مقدار زیمنوس

شناسـایی شـدند و نشـان داده     MSهاي  آسیبسلول هایی که این سایتوکاین را تولید می کنند در . کنند ید میرا تول (1

ن مطالعـه  یچنـد . با فعالیت بیماري ارتبـاط دارد  MSشده که بیان تومور نکروز فاکتور آلفا در منوسیت هاي خون بیماران 

  . در بر داشته است یج متفاوتینموده اند که نتا یس بررسیل اسکلروزپین ها را در مولتیتوکایسطوح سا

 7کرومـوزوم   يشـود کـه رو   یکد م ـ obله ژن یاست که به وس یلودالتونیک 16له یکوزیر گلیک پروتئین غین یلپت 

 ـعنوان ن به یلپت، یکیولوژیزیعلاوه بر نقش مهم آن در اعمال ف. قرار گرفته است یموش 6کروموزوم  يو رو یانسان ک ی

ت یتواند منوس ین میبعلاوه لپت. شناخته شده است یمنیا يم پاسخ هاین با اعمال متفاوت در تنظیتوکایهورمون مشابه سا

شنهاد شـده  یپ. ک کندیتحر Th1ن نوع یتوکاید سایتول يک و ماکروفاژها را فعال کند و آنها را برایتیدندر يسلول ها، ها

که در آنهـا عـدم تعـادل در     RAوMS من مانندیخود ا يها يماریاز ب يدر تعداد را ین هورمون ممکن است نقشیکه ا

Th1/ Th2 هلیتومورنکروزفـاکتور آلفـا بـه وس ـ    یش التهابین پیتوکاید سایتول، ن مطالعهیدر ا. شود داشته باشد یجاد میا 

. قرار گرفـت  ین مورد بررسیلپت و LPSک شده با یس و افراد سالم تحریپل اسکلروزیماران مبتلا به مولتیبمنوسیت هاي 

در خصـوص  . زا انجام شـد یالادر پلاسما به وسیله  و يتومتریبه روش فلوسادر داخل سلول  TNF-αن یتوکایسنجش سا

 14(فـرد سـالم    17و   35/34 12/9 ین سنیانگیبا م) مرد 3زن و MS )14مار مبتلا به یب 17از  يتومتریسنجش فلوسا

فرد  یطیخون مح µl 100. ه شدیته یطیخون مح، به عنوان نمونه کنترل  82/31 68/8 ینن سیانگیبا م) مرد 3زن و 

ت یتثب% 4د یئدند و سپس سلول ها با پارافرمالدیک گردیمتفاوت تحر يمدت زمان ها ين برایو لپت LPSمار با یا بیسالم 
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شـدند و مـورد    يزیرنگ آم TNF-αضد  يادب یسلول ها با آنت، انیدر پا. ر شدندیدرصد نفوذپذ 05/0ن یشدند و با ساپون

 ـم، يآمار يز هایبا توجه به آنال. قرار گرفتند يتومتریسنجش فلوسا مثبـت در حالـت    TNF ين درصـد سـلول هـا   یانگی

. )P=263/0(نداشت  يدار یتفاوت معن) 14/194/2(و افراد سالم ) MS )64/153/2ن در افراد مبتلا به یک با لپتیتحر

ن درصـد سـلول   یانگیسه میبا مقا .)P=984/0(نداشت  يدار ینت سلول ها در دو گروه اختلاف معنن شدت فلورسیهمچن

اختلاف ) 23/852/16(و افراد سالم ) MS )21/880/16در افراد مبتلا به  LPSک با یمثبت در حالت تحر TNF يها

 ـر و سالم نمایدو گروه ب TNF-αشدت فلورسنت مربوط به . )P=850/0(مشاهده نشد  يدار یمعن  ـ  يز دارای  یتفـاوت معن

 پلاسـماي ، مار و سالمیک شده توسط سلول ها در دو گروه بیتحر TNF-αسنجش غلظت  يبرا. )P=293/0(نبود  يدار

آنها جدا  پلاسمايک شده و ین تحریو لپت LPSافراد با  یطیخون مح. شد یفرد سالم بررس 13و  MSمار مبتلا به یب 13

ک یدر حالت تحر TNF-αن غلظت یانگیج حاصل نشان دادند که مینتا. مورد سنجش قرار گرفتندزا یله الایشدند و به وس

 ـ) 14/2378469/40217(و افراد سالم ) 15/1289627830(ماران یب پلاسمايدر  LPSبا  . )P=191/0(دار نبـود   یمعن

 ـیتحر پلاسمايدر مورد  در ) MS )23/40393/479مـاران  یب پلاسـماي در  TNF-αن غلظـت  یانگی ـن میک شده با لپت

 يباد یق آنتیاز تحق يگریدر بخش د. )P>05/0(دار بود  یف معنیبه طور ضع) 62/51102/854(سه با افراد سالم یمقا

ن یانگی ـسـه م یبا توجه به مقا. شد یزا بررسیفرد سالم به روش الا 60و  MSمار مبتلا به یب 60در  یاکلیشیاشر LPSضد 

اخـتلاف   يدارا) 381/0633/0(و کنتـرل  ) 391/0722/0(مـار  ین دو گـروه ب یشده در ب مشاهده يزان جذب نوریم، ها

ت یک منوسین قادر به تحریو لپت LPSجه گرفت که یتوان نت ین مشاهدات میبا توجه به ا. )P=171/0(نبود  يدار یمعن

را  TNF-αتوان نقش  یس نمیلروزپل اسکیمولت ییزایماریدر مورد  ب. باشند یم یش التهابیپ ين هایتوکایها و ترشح سا

  . دارد يق تریشتر و دقیاز به مطالعات بیس نیپل اسکلروزیمختلف در مولت ين هایتوکاینقش سا یبررس. ده گرفتیناد

 ـ، دیسـاکار  یپـوپل یل، تومور نکروز فاکتور آلفـا ، یش التهابین پیتوکایسا، سیپل اسکلروزیمولت: يدیکلمات کل ، نیلپت

  ازیالا، يتومتریفلوسا

Created with Print2PDF. To remove this line, buy a license at: http://www.software602.com/



أ 

  فهرست مطالب

  صفحه  عنوان

  

  مقدمه: فصل اول

  1   ------------------------------------------------------------  بیماري مولتیپل اسکلروزیس  - 1-1

  2   ---------------------------------------------------------------------  سیر بالینی بیماري - 1-2

  4   -------------------------------------------------------  آسیب شناسی مولتیپل اسکلروزیس - 1-3

  4   ---------------------------------------------  طبقه بندي آسیب هاي مولتیپل اسکلروزیس -1- 1-3

  5   ----------------------------------------------------------  بیماریزایی مولتیپل اسکلروزیس - 1-4

  7   --------------------------------------------------  کلروزیسعلت شناسی بیماري مولتیپل اس - 1-5

  7   -------------------------------------------------------------------فاکتورهاي ژنتیکی -1- 1-5

  8   ------------------------------------------------------------------  فاکتورهاي محیطی -2- 1-5

  9   -------------------------------------------  آنتی ژن هاي خودي هدف در مولتیپل اسکلروزیس - 1-6

  10  ------------------------------------------  پاسخ هاي ایمنی در بیماریزایی مولتیپل اسکروزیس - 1-7

  12  -------------------------------------------------------------------------  سایتوکاین ها - 1-8

  13  -------------------------------------  مسیرهاي پیام دهی سایتوکاین ها در مولتیپل اسکروزیس - 1-9

  α-TNF(  -------------------------------------------------------  15(ور نکروز فاکتور آلفا توم - 1-10

  17  -----------------------------------------------------------  ساختار، سایت هاي اتصالی - 1- 1-10

   19  -----------------------------------------  موقعیت کروموزومی ژن تومور نکروز فاکتور آلفا  - 2- 1-10

  20  ---------------------  و سیر بالینی مولتیپل اسکلروزیس TNF-αارتباط بین سطوح سایتوکاین  - 3- 1-10

  LPS(  ---------------------------------------------------------------  21(لیپوپلی ساکارید  - 1-11

  23  ---------------------------------------------------  لتیپل اسکلروزیسرابطه باکتري ها با مو - 1-12

  24  -------------------------------------------  لپتین به عنوان یک نورواندوکرین و واسطه ایمنی - 1-13

  25  ----------------------------------------------------  انتقال پیام لپتین در سلول هاي ایمنی - 1-14

  27  ---------------------------------------------------------  لپتین در ایمنی ذاتی و اکتسابی - 1-15

  29  ------------------------------------------------------------------  لپتین در خود ایمنی - 1-16

  29  --------------------------------  لپتین در خود ایمنی مخصوص ارگان دستگاه عصبی مرکزي - 1- 1-16

  30  ---------------------------------  ه گیري سایتوکاین داخل سلولی به وسیله فلوسایتومتريانداز - 1-17

  32  -----------------------------------------------------------------------------  :اهداف تحقیق

Created with Print2PDF. To remove this line, buy a license at: http://www.software602.com/



ب 

  32  -------------------------------------------------------------  :هاي تحقیق اهمیت و کاربرد نتیجه

  مواد و روش ها: فصل دوم

  33  -----------------------------------  جمع آوري نمونه هاي آزمایشگاهی براي انجام فلوسایتومتري - 2-1

  34  ----------------------------------  تحریک سلول هاي خون محیطی نمونه ها با لیپوپلی ساکارید - 2-2

  34  ------------------------------------------------------------  مواد و وسائل مورد استفاده -1- 2-2

  α-TNF  -------------------------------------------  36مراحل انجام رنگ آمیزي داخل سلولی  -2- 2-2

  38  -------------------------------------------  تحریک سلول هاي خون محیطی نمونه ها با لپتین - 2-3

  38  ------------------------------------------------------------  مواد و وسائل مورد استفاده -1- 2-3

  39  ------------------------------------  روش کار براي تحریک سلول هاي خون محیطی با لپتین -2- 2-3

  Dako   -------------  39ذپذیرکننده خانگی با محلولهاي تجاري شرکت مقایسه محلول فیکساسیون و نفو - 2-4

  40  --------------------------------------------------------------------------  آنالیز آماري - 2-5

  بررسی آنتی بادي ضد لیپوپلی ساکارید در سرم بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس و افراد سالم به  - 2-6

  41  ----------------------------------------------------------------------------  اروش الایز

  41  -----------------------------------------------------  نمونه هاي مورد استفاده در آزمایش -1- 2-6

  41  ---------------------------------------------------------------  مواد و وسائل مورد نیاز -2- 2-6

   43  -------------------------------------------------------------------  مراحل انجام الایزا  -3- 2-6

  45  -------------------------------------------------  تعیین غلظت بهینه مواد در سیستم الایزا -4- 2-6

  46  -------------------------------------------  بررسی اختصاصیت سیستم الایزاي طراحی شده -5- 2-6

  46  --------------------------------------------------------------------------  آنالیز آماري - 2-7

  گیري  غلظت بررسی غلظت تومور نکروز فاکتور آلفا در نمونه هاي پلاسماي تحریک شده و اندازه - 2-8

 α-TNF 47  -----------------------------------------------------  فاده از منحنی استانداردبا است  

  47  -----------------------------------------------------  نمونه هاي مورد استفاده در آزمایش -1- 2-8

  47  ---------------------------------------------------------------  مواد و وسائل مورد نیاز -2- 2-8

  Sanquin  -------------------------------------------  49مراحل انجام الایزا طبق پروتکل کیت  -3- 2-8

  52  --------------------------------------------------------------------------  آنالیز آماري - 2-9

  نتایج: فصل سوم

  اد سالم در  بررسی مطالعه جمعیت شناختی بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس و افر - 3-1

  53  --------------------------------------------------------------------------  فلوسایتومتري

به عنوان  LPS، مشخص کردن محدوده منوسیت ها و عملکرد α-TNFبررسی عملکرد آنتی بادي ضد  - 3-2

Created with Print2PDF. To remove this line, buy a license at: http://www.software602.com/



ج 

  54  ---------------------------------------------------------------------  محرك منوسیت ها

سنجش فلوسایتومتري منوسیت هاي خون محیطی افراد سالم و افراد بیمار در حالت طبیعی  و بدون  -1- 3-2

  54  ------------------------------------------------------------------------------  تحریک 

، آنتی α-TNF، با استفاده از آنتی بادي ضد  LPSفلوسایتومتري منوسیت هاي تحریک شده با  بررسی  -2- 3-2

  56  -------------------------------------------------------  بادي کنترل منفی و بدون آنتی بادي

به  وسیله ) Home(و محلول خانگی  Dakoمقایسه محلول فیکساسیون و نفوذ پذیرکننده شرکت  -3- 3-2

  58  --------------------------------------------------------------------------  فلوسایتومتري

   59  ------------------  و افراد سالم MSمنوسیت ها در افراد مبتلا به  داخل سلولی α-TNFاندازه گیري  - 3-3

در بیماران مبتلا به  مولتیپل  PBSسنجش فلوسایتومتري نمونه هاي خون محیطی تیمار شده با  -1- 3-3

   59  -----------------------------------------------------------------  اسکلروزیس و افراد سالم

تیپل در بیماران مبتلا به مول LPSسنجش هاي فلوسایتومتري نمونه هاي خون محیطی تحریک شده با  -2- 3-3

  60  -----------------------------------------------------------------  اسکلروزیس و افراد سالم

سنجش فلوسایتومتري نمونه هاي خون محیطی تحریک شده با لپتین در بیماران مبتلا به مولتیپل  -3- 3-3

   61  -----------------------------------------------------------------  اسکلروزیس و افراد سالم 

  62  -----------------------------------  در تیمارهاي متفاوت α-TNFدرصد سلول هاي تولید کننده  - 3-4

  62  -----------------  در تیمارهاي متفاوت α-TNFه بررسی توصیفی درصد منوسیت هاي تولید کنند -1- 3-4

  63  ------------------------------------------------------------------  مقایسه میانگین ها -2- 3-4

  64  ------------------  در تیمارهاي متفاوت α-TNFبررسی شدت فلورسنت منوسیت هاي تولید کننده  - 3-5

    65  --------  در تیمارهاي متفاوت α-TNFبررسی توصیفی شدت فلورسنت  منوسیت هاي تولید کننده  -1- 3-5

  65  ------------------------------------------------------------------  مقایسه میانگین ها -2- 3-5

  67  ---------------------------------------------------------  در پلاسماα-TNFغلظت  بررسی - 3-6

  مطالعه جمعیت شناختی بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس و افراد سالم در بررسی غلظت -1- 3-6

 α-TNF 67  ------------------------------------------------------------------  به روش الایزا    

بررسی میزان جذب نوري نمونه هاي استاندارد تهیه شده با رقت هاي مختلف و رسم منحنی استاندارد -2- 3-6

  -------------------------------------------------------------------------------------  67  

  68  -----  در نمونه هاي پلاسماي کنترل و بیمار با استفاده از  منحنی استاندارد α-TNF محاسبه غلظت -3- 3-6

  70  ------------------------------------------------------------------  مقایسه میانگین ها -4- 3-6

  72  ---------------------------------  ضد لیپوپلی ساکارید در سرم IgMبررسی سرولوژي آنتی بادي  - 3-7

 IgMادي مطالعه جمعیت شناختی بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس و افراد سالم در بررسی آنتی ب -1- 3-7
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د 

  72  ------------------------------------------------------------------  به روش الایزا LPSضد 

  72  ----------------------------------------  در نمونه هاي سرم LPSضد  IgMمیزان آنتی بادي  -2- 3-7

  74  -------------------------------------------  بررسی اختصاصیت سیستم الایزاي استفاده شده -3- 3-7

  بحث، نتیجه گیري و پیشنهادات: فصل چهارم

  76  -----------------------------------------------------  و مولتیپل اسکلروزیس α-TNFرابطه  - 4-1

  83  ----------------------------------------------  روزیساشریشیاکلی و مولتیپل اسکل LPSرابطه  - 4-2

  85  ---------------------------------------------------------------------------  نتیجه گیري کلی

  86  --------------------------------------------------------------------------------  پیشنهادات

  پیوست ها

  87  ----  مثبت در تیمارهاي متفاوت به روش فلوسایتومتري در افراد سالم α-TNFدرصد منوسیت هاي  1پیوست 

مثبت در تیمارهاي متفاوت به روش فلوسایتومتري در بیماران مبتلا به  α-TNFدرصد منوسیت هاي  2پیوست 

MS  ----------------------------------------------------------------------------------  88   

مثبت در تیمارهاي متفاوت به روش فلوسایتومتري در افراد  α-TNFرسنت منوسیت هاي شدت فلو 3پیوست 

    89  ---------------------------------------------------------------------------------  سالم

مثبت در تیمارهاي متفاوت به روش فلوسایتومتري در بیماران  α-TNFشدت فلورسنت منوسیت هاي  4پیوست 

MS  ---------------------------------------------------------------------------  90مبتلا به 

نانومتر در سرم  450طول موج  ضد لیپوپلی ساکارید در IgMمیزان قرائت جذب نوري آنتی بادي  5پیوست 

  91  ----------------------------------------------------------  و افراد سالم MSبیماران مبتلا به 

  93  -------------  نانومتر در پلاسماي افراد سالم 450در طول موج  α-TNFمیزان قرائت جذب نوري  6پیوست 

MS  ----  94نانومتر در پلاسماي بیماران مبتلا به  450در طول موج  α-TNFمیزان قرائت جذب نوري  7پیوست 

  95  -------------------------------------------------------------------------  منابع و مآخذ 

  

  

  

  

  

  

  

Created with Print2PDF. To remove this line, buy a license at: http://www.software602.com/



ه 

  فهرست شکل ها

  صفحه  عنوان

  

  3    --------------------------------  انواع مختلف سیر کلینیکی در بیماري مولتیپل اسکلروزیس 1-1شکل 

  پلی مراز ویروس هپاتیت cross-reactiveو آنتی ژنهاي خارجی  MBPهمولوژي توالی بین  2-1شکل 

B )HBV-P ( و ترمیناز ویروس هرپس سیمپلکس)HSV (  -------------------------------------    9  

  10  -----------------  مولتیپل اسکلروزیس در ماده سفید دستگاه عصبی مرکزي  آنتی ژنهاي خودي 3-1شکل 

  STAT6  ---------------------  15و  STAT4و تولید سایتوکاین از طریق  Th2در مقابل  Thlتمایز  4-1شکل 

  19  -----  آغاز می شود) TNF-R(سه قسمتی به گیرنده اش  α-TNFمسیر انتقال سیگنال که با اتصال  5-1شکل 

  20  ---------------------   6لوکوسیتی انسانی روي کروموزوم  نمودار ساده شده کمپلکس آنتی ژن 6-1شکل 

  23  ---------------------------------------------------------  ساختمان لیپوپلی ساکارید   7-1شکل 

  26  ------------------------------------------------  نمایش شماتیک از سیگنال دهی لپتین  8-1شکل 

   28  ----------------------------------  نمایش شماتیک از اثرات لپتین در ایمنی ذاتی و اکتسابی 9-1شکل 

  38  -------------------------------------------------------------  دستگاه فلوسایتومتري  1-2شکل 

  45  -------------------------------------------------------------- دستگاه خواننده الایزا  2-2شکل 

  55  --  تصویر فلوسایتومتري سلول هاي خون محیطی انسان در شرایط بدون تحریک و بدون آنتی بادي 1-3شکل 

  بدون تحریک ) aهاي   نمودارهاي هیستوگرام مربوط به منوسیت هاي خون محیطی در حالت  2-3شکل 

b ( تحریک باPBS c ( تحریک باLPS  پس از رنگ آمیزي با آنتی بادي فلورسنت ضدα-TNF ---------  56  

  56  ------------------------------------------------  بدون آنتی بادي LPSحالت تحریک با   3-3شکل 

  57  -----------------------------------  همراه با آنتی بادي کنترل منفی LPSحالت تحریک با   4-3شکل 

  α-TNF  -----------------------------------  57همراه با آنتی بادي ضد  LPSحالت تحریک با   5-3شکل 

و خانگی در حالت  Dakoتصاویر فلوسایتومتري مربوط به محلول فیکس کننده و نفوذ پذیرکننده   6-3شکل 

  α-TNF  ----------------------------------------------  58همراه با آنتی بادي ضد  LPSک با تحری

  59  -----  در افراد سالم PBSتصویر فلوسایتومتري منوسیت هاي خون محیطی در حالت تیمار شده با   7-3شکل 

  در فرد مبتلا  PBSتصویر فلوسایتومتري منوسیت هاي خون محیطی در حالت تیمار شده با   8-3شکل 

  MS  -------------------------------------------------------------------------------  59به 

  60  ----  در فرد سالم LPSمنوسیت هاي خون محیطی در حالت تحریک شده با تصویر فلوسایتومتري   9-3شکل 

  در فرد مبتلا  LPSتصویر فلوسایتومتري منوسیت هاي خون محیطی در حالت تحریک شده با   10-3شکل 

  MS  -------------------------------------------------------------------------------  61به 
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و 

  تصویر فلوسایتومتري منوسیت هاي خون محیطی در حالت تحریک شده با لپتین در فرد   11-3شکل 

  61  ---------------------------------------------------------------------------------  سالم

MSتصویر فلوسایتومتري منوسیت هاي خون محیطی در حالت تحریک شده با لپتین در فرد مبتلابه   12- 3شکل 

  -------------------------------------------------------------------------------------  62  

و افراد سالم MSمثبت درتیمارهاي متفاوت در بیماران مبتلا به  TNFمیانگین درصد منوسیت هاي   13- 3شکل 

  -------------------------------------------------------------------------------------  64    

 MSهاي متفاوت در بیماران مبتلا به مثبت در تیمار α-TNFمیانگین شدت فلورسنت منوسیت هاي   14-3شکل 

  66  ---------------------------------------------------------------------------  و افراد سالم

  68  ----------------------  استاندارد α-TNFمنحنی استاندارد ترسیم شده با غلظت هاي معلوم   15-3شکل 

، لپتین و بدون تحریک در بیماران PBSپلاسمایی در تیمارهاي متفاوت با  α-TNFمیانگین غلظت   16- 3شکل 

  71  ----------------------------------------------------------------  و افراد سالم MSمبتلا به 

و  MSو لپتین در بیماران مبتلا به  LPSپلاسمایی در حالت هاي تحریک با  α-TNFمیانگین غلظت   17- 3شکل 

  71  -----------------------------------------------------------------------------  افراد سالم

  73  --------------  و افراد سالم  MSدر بیماران مبتلا به  LPSضد  IgMمیانگین میزان آنتی بادي   18-3شکل 
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ز 

  فهرست جدول ها

  صفحه  عنوان

  17  ----------------------------------------  زمن در حالت حاد و م TNFاثرات سیستماتیک  1-1جدول 

  39  ----------  داخل سلولی α-TNFانواع تیمارها براي تحریک منوسیت هاي خون محیطی و تولید  1-2جدول 

  46  -----------------------------------------------------  بررسی اختصاصیت سیستم الایزا 2-2جدول 

  51  ------------------  و لپتین PBS ،LPSتهیه رقت بهینه براي نمونه هاي پلاسماي تیمار شده با  3-2جدول 

  54  ----------------  مولتیپل اسکلروزیس و افراد سالم مشخصات جمعیت شناختی بیماران مبتلا به 1-3جدول 

مثبت در تیمارهاي متفاوت در  α-TNFجمع بندي نتایج حاصل از آمار توصیفی درصد سلولهاي  2- 3جدول 

  63  ----------------------------------------------------------  و افراد سالم MSبیماران مبتلا به 

مثبت در تیمارهاي متفاوت در بیماران مبتلا به مولتیپل  α-TNFمقایسه میانگین سلول هاي  3- 3جدول 

  64  -----------------------------------------------------------------  روزیس و افراد سالماسکل

در  α-TNFجمع بندي نتایج حاصل از آمار توصیفی شدت فلورسنت سلول هاي تولید کننده  4- 3جدول 

  65  ----------------------------------------  و افراد سالم MSتیمارهاي متفاوت در بیماران مبتلا به 

در تیمارهاي متفاوت در  α-TNFمقایسه میانگین میزان شدت فلورسنت سلول هاي تولید کننده  5- 3جدول 

  66  ----------------------------------------------------------  و افراد سالم MSماران مبتلا به بی

  67  ----------------  مشخصات جمعیت شناختی بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس و افراد سالم 6-3جدول 

، میانگین میزان جذب نوري nm450در طول موج  α-TNFمیزان جذب نوري غلظت هاي استاندارد   7- 3جدول 

  68  -------------------------------------------------------------------  .آنها ارائه گردیده است

پلاسمایی در تیمارهاي متفاوت در بیماران  α-TNFاصل از آمار توصیفی غلظت جمع بندي نتایج ح 8- 3جدول 

  69  ----------------------------------------------------------------  و افراد سالم MSمبتلا به 

و افراد  MSپلاسمایی در تیمارهاي متفاوت در بیماران مبتلا به  α-TNFمقایسه میانگین غلظت هاي  9-3جدول 

  70  ---------------------------------------------------------------------------------  سالم

  72  --------------  ل اسکلروزیس و افراد سالممشخصات جمعیت شناختی بیماران مبتلا به مولتیپ 10-3جدول 

  73  ---------  و افراد سالم MSدر سرم بیماران مبتلا به  LPSضد  IgMبررسی توصیفی آنتی بادي  11-3جدول 

  74  -----------  در بیماران مبتلا به مولتیپل اسکلروزیس و افراد سالم IgMمقایسه میانگین مقادیر   12-3جدول 

نمونه ها به صورت دوتایی انجام شده است و میانگین  بررسی اختصاصیت سیستم الایزا، هر کدام از  13- 3جدول 

  75  ----------------------------------------------------  میزان جذب نوري آنها ارائه گردیده است
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  فصل اول

  مقدمه

۱-  

سیپل اسکلروزیمولت يماریب-1- 1

1مولتیپل اسکلروزیس
(MS) ،2بیماري التهابی مزمن دستگاه اعصاب مرکزي (CNS)   است که بیش از یک

در این بیماري . (Sospedra and Martin, 2005)ثیر قرار داده است میلیون نفر را در جوامع غربی تحت تأ

). Noseworthy, 2000( کنند و میلین را تخریب می کنندسلولهاي خود واکنشگر به غلاف میلین حمله می

). Compston, 1998( شرح داده شد 1866در سال  Vulpianو  Charcotمولتیپل اسکلروزیس اولین بار به وسیله 

نامیده می شوند که به طور  4آسیبیا  3شود که پلاكدر این بیماري باعث ایجاد تکه هاي آسیب دیده می التهاب

رود انتقال وقتی میلین از بین می. (Reipert, 2004)عمده در ماده سفید دستگاه عصبی مرکزي قرار دارند 

ا بعد از التهاب تا حدودي می غلاف میلین اطراف آکسونه. شودیا حتی متوقف مید و هاي عصبی کنسیگنال

                                                
1 Multiple Sclerosis (MS)
2 Central nervous system (CNS)
3 Plaques
4 Lesions
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۲

. انجام می شود 2ها نامیده می شود و به وسیله الیگودندروسیت 1تواند ترمیم شود که این فرآیند دوباره سازي میلین

زمانی که بیماري پیشرفت می کند الیگودندروسیت ها و سرانجام آکسون ها تخریب می شوند که منجر به بدتر 

مولتیپل اسکلروزیس در زنان نسبت به مردان شایع تر است . (Reipert, 2004)شدن علائم بیماري می شود 

معمولی . (Sospedra and Martin, 2005)که اغلب این بیماري در دوره جوانی ایجاد می شود ) 1به  6/1تقریباً (

ضعف  نشانه هاي دیگر شامل. ترین نشانه بیماري نقص دید و بینایی به سبب التهاب عصب بینایی می باشد

آسیب هاي . باشد اختیاري ادرار و مدفوع می بی، خستگی، ناهماهنگی حرکتی، کمبود حسی، عضلانی و فلج

-Al( تمرکز و دیگر مهارت هاي فکري و روانی هم به دفعات رخ می دهد، شناختی مثل اشکال در حافظه

Omaishi et al., 1999.(   

  يماریب ینیر بالیس-2- 1

ي بالینی متفاوت رخ می دهد و به وسیله سیر بالینی اش می تواند متمایز مولتیپل اسکلروزیس به شکل ها

و  5(RR)بهبودپذیر –تشدید یابنده ، (SP) 4پیشرونده ثانویه، (PP) 3این شکل ها شامل پیشرونده اولیه. شود

6پیشرونده عودکننده
(PR)  1-1شکل(می باشد( .  

چند روز تا چند هفته بروز کرده و سپس  یک در طیلوژاختلالات نورو: (RR)ر یبهبودپذ -ابندهید یفرم تشد

چند هفته تا چند  یمعمولاً ط يبهبود. دهد یرخ نم یواضح يا گاه بهبودیکند و  یبروز م یا نسبیکامل  يبهبود

چ گونه ین حملات هیدر ب. سال هم طول بکشد 2به ندرت ممکن است تا  یماه بعد از وقوع علائم بروز کرده ول

  . وجود ندارد یتر شدن علائم عصبشرفت و بدیپ

شود  یر ظاهر میبهبودپذ - ابندهید یمعمولاً به صورت فرم تشد يمارین فرم از بیا: (SP)ه یشرونده ثانویفرم پ

  . شود ید میجاً تشدیتدر یعلائم عصب، ن حملاتیماران بین بیدر ا. دهد یر فرم مییشرونده تغیسپس به شکل پ یول

 یجیشرفت تدریشود و پ یشرونده ظاهر میاز ابتدا به صورت پ يماریب، ن فرمیدر ا: (PP)ه یشرونده اولیفرم پ

  . وجود دارد يماریاز زمان وقوع ب یناتوان

                                                
1 Remyelination
2  Oligodendrocytes 
3 Primary progressive (PP-MS)
4 Secondary progressive (SP-MS)
5 Relapsing remitting (RR-MS)
6 Progressive relapsing (PR-MS)
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۳

ن فرم حملات عودکننده یدر ا. شود یشرونده آغاز میبه صورت پ يماریب: (PR)شرونده عودکننده یفرم پ

 یدر فاصله زمان. رخ ندهد یواضح ينکه بهبودیا ای همراه باشد ين حملات ممکن است با بهبودیا، وجود دارد

Pugliatti)شود  یده مید يماریشرونده بین حملات حالت پیب et al., 2006) .  

   
  انواع مختلف سیر کلینیکی دربیماري مولتیپل اسکلروزیس 1-1شکل

(http://en.wikipedia.org/wiki/Multiple_Sclerosis)

  

. اس مختلف وجود داردین مقیس چندیپل اسکلروزیماران مبتلا به مولتیدر ب یزان ناتوانیم يریاندازه گ يبرا

ن یدر ا. (Kurtzke, 1983)اس کورتزکه است یمق، 1يماریب یزان درجه ناتوانیان میب ياس براین مقیتر یمعمول

رد و یگ یتعلق م یدرجه خاص یدستگاه عصب يعملکرد يحاصل از هر کدام از قسمت ها یزان ناتوانیاس به میمق

به . شود یم میتقس) 0، 1، 5/1، 2، . . . . . ،10(درجه مختلف  10به  يماریدر ب یکل یزان ناتوانیب مین ترتیبه ا

 يا بستریچرخ دار دارند  یاز به صندلیرد که نیگ یتعلق م یمارانیبه ب 7 - 5/9 یزان درجه ناتوانیعنوان مثال م

س جان خود را از یپل اسکلروزیمولت يماریرد که به علت بیگ یتعلق م يبه افراد 10 یزان درجه ناتوانیهستند و م

Pugliatti)دهند  یدست م et al., 2006).  

   

                                                
1 Expanded Disability Status Scale (EDSS)
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۴

  تیپل اسکلروزیسآسیب شناسی مول-3- 1

در . وجود دارد يمرکز یگاه عصبد دستین در ماده سفیلیبدون م يپلاك ها، MS مارانیب يدر بافت مغز

 Lassmann et( مخچه و نخاع دیده شده است، ساقه مغز، 1مناطق بطنی، واقع این مناطق بیشتر در عصب بینایی

al., 2001( .مکان و ، بر اساس از دست رفتن میلین هاي مولتیپل اسکلروزیس آسیب، آسیب شناسیات در مطالع

  . ها و فعال شدن کمپلمان طبقه بندي شدند تخریب الیگودندروسیت، گسترش پلاك ها

  سیپل اسکلروزیمولت يها آسیب يندطبقه ب- 3-1- 1

ها شامل محصولات سمی  آسیبن یا: )2تخریب میلین مرتبط با ماکروفاژها( Iبخش  يها آسیب

سطه در واقع التهاب با وا. می باشد که با میلین از دست رفته ارتباط دارد 3فعال شده و میکروگلیا يماکروفاژها

  . ماکروفاژ درگیر می شود /با فعال شدن میکروگلیا Tسلول 

 يها و رسوب ها شامل ایمونوگلوبولین آسیباین : )4تخریب میلین با واسطه آنتی بادي( IIهاي بخش  آسیب

میکروگلیاي فعال شده هم وجود /همچنین ماکروفاژها. کمپلمان فعال شده در مکانهاي تخریب میلین می باشد

  . دارد

ها یک لبه میلین  آسیبدر این : )5تخریب میلین مرتبط با الیگودندروگلیوپاتی انتهایی( IIIهاي بخش  یبآس

خصوصیت برجسته این . در اطراف رگهاي خونی داراي التهاب درون پلاك هاي آسیب دیده باقی می ماند

یگر پروتئین هاي میلینی مثل است در حالی که د (MAG) 6ها از دست رفتن گلیکو پروتئین مرتبط با میلین آسیب

هنوز تا حدي درون غلاف هاي میلین آسیب . . . و (MBP) 8میلین یانیپروتئین بن، (PLP) 7پروتئین پروتئولیپید

  . دیده وجود دارند

ها در مولتیپل اسکلروزیس خیلی نادر  آسیباین : )9تخریب الیگودندروسیت اولیه( IVهاي بخش  آسیب

                                                
1 Periventricular
2 Macrophage-associated demyelination
3 Microglia
4 Antibody-mediated demyelination
5 Distal oligodendrogliopathy-associated demyelination
6 Myelin-associated glycoprotein (MAG)
7 Proteolipid protein (PLP)
8 Myelin basic protein (MBP)
9 Primary oligodendrocyte degeneration
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 1ن با از بین رفتن الیگودندروسیت در یک لبه کوچک ماده سفید پري پلاكیلیب میرتخ، آسیبدر این . هستند

  . (Lucchinetti et al., 2000; Lassmann et al., 2001)مجاور به منطقه میلین ارتباط دارد 

در صورتی که در بیماریهاي متفاوتی مثل ، این طبقه بندي براي مولتیپل اسکلروزیس کلاسیک صحیح است

Devic's ،هایی که به اعصاب بینایی و نخاع محدود می شود دیده می شود آسیب .(Cree et al., 2002)  

فعال و آرام طبقه بندي ، مزمن، حاد: هاي مولتیپل اسکلروزیس به صورت آسیباز نظر بافت شناسی 

  . شوند می

ماکروفاژهاي ، ادم. ندهستند و لبه نامشخصی دار 2سلول فراوان يدارا، هاي مولتیپل اسکلروزیس حاد آسیب

دیده می شوند و نکروز بافتی و حفره  ها آسیبدر این  شامل لیپید و آستروسیت هاي بیش از حد بزرگ شده

و فاکتور رشد تغییر شکل  TNF-α)( 3تومورنکروزفاکتورآلفا، 10، 4، 2، 1اینترلوکین . سازي نیز دیده می شود

  . گرفته بیان می شود در مغزهاي تحت تأثیر قرار (TGF-β) 4داده بتا

میلین به طور کامل از و  دارد 5هاي مولتیپل اسکلروزیس فعال مزمن یک مرکز با تعداد کم سلول آسیب

پیشرونده مزمن ، وقتی مولتیپل اسکلروزیس. تراوش هاي التهابی ممکن است وجود داشته باشد. دست رفته است

هم وجود دارد  TNF-αو  IL-1 ،IL-2 ،IL-4 ،IL-6 ،IL-10. به تعداد زیاد وجود دارند CD8+Tاست سلولهاي 

(Brosnan et al., 1995; Calabresi et al., 1998; Selmaj and Raine, 1988) .  

  مولتیپل اسکلروزیسبیماریزایی -4- 1

و  CNSمولتیپل اسکلروزیس یک بیماري عصبی التهابی مزمن است که توسط نفوذ لوکوسیت ها به داخل 

پیشرفت بیماري به دلیل . از دست رفتن الیگودندروسیت ها و آکسونها مشخص می شود تخریب میلین موضعی و

به هر حال علت شناسی خود ایمنی براي مولتیپل . حمله ایمونولوژیکی بر ضد پروتئین هاي میلین است

نده ریترین فرضیه آن است که بر همکنش بین گ مورد قبول در بسیاري از موارد. اسکلروزیس ثابت نشده است

وجود دارد با آنتی ژن هاي میلین میزبان که به وسیله مولکول  +CD4که روي لنفوسیت هاي T 6 (TCR)سلول 

                                                
1 Periplaque
2 Hypercellular
3 Tumor necrosis factor alpha (TNF-α)
4 Transforming growth factor beta (TGF-β)
5 Hypocellular
6 Tcell receptor (TCR)
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1هاي آنتی ژن لوکوسیتی انسانی
(HLA)  کلاسII میکروگلیا و یا آستروسیت ها عرضه می ، روي ماکروفاژها

ی ژن هاي میلین باعث تحریک سلول و آنت Tچنین برهمکنشی بین سلول . شوند کمک به تخریب میلین می کنند

و ترشح  Bفعال شدن ماکروفاژ و سلولهاي ، و یک آبشار التهابی در جهت تکثیر لنفوسیت 2کمکی Tهاي 

ستم عصبی می یقص در سه از دست رفتن میلین همراه با ناین آبشار ایمنی سرانجام منجر ب. ها  می شود سایتوکاین

یک مکان مصون ایمونولوژیکی است که  يمرکز یدستگاه عصب. (Sorensen and Ransohoff, 1998)شود 

ساختار عمده اي که التهاب . پاسخ هاي ایمنی منظم و محدود به عوامل عفونی و آسیب بافتی را ایجاد می کند

CNS لوکوسیت هاي فعال شده می توانند از سد خونی مغزي در . است 3را محدود می کند سد خونی مغزي

با این وجود . چه طور و از کجا این لنفوسیت ها منشأ گرفته اند نا شناخته است. یس عبور کنندمولتیپل اسکلروز

. داراي آنتی ژن عصبی را تحریک کنند 4گرخود واکنش Tیک سري از حوادث ممکن است فعال شدن سلولهاي 

  . (Wucherpfennig and Strominger, 1995)یک مکانیسم ممکن تقلید مولکولی است . کنند

، را که از پروتئولیز محدود پروتئین هاي میلین ایجاد شده) بنیان 20-10(پپتیدهاي خطی کوتاهی ، Tاي سلوله

 5عرضه می شوند به اضافه کمپلکس اصلی سازگاري بافتی Tوقتی چنین پیتیدهایی به سلولهاي . می شناسند

(MHC)  6ژن آنتی روي سطح سلول عرضه کننده (APC) ،این است  7اس تقلید مولکولیاس. آنها فعال می شوند

لین باشند که پاسخ هاي خود که پیتیدهاي خطی کوتاه مشتق شده از اجزاء ویروسی به قدر کافی مشابه با پیتید می

  . را به وجود آورند گرواکنش

در بیماري شامل عمل کردن اجزاء ویروس به عنوان یک سوپر  Tمکانیسم دیگر براي پاسخ هاي سلول هاي 

با مولکولهاي  Tرنده سلول یرا به وسیله اتصال عرضی زنجیره بتاي گ Tست که جمعیت سلولهاي ا 8آنتی ژن

MHC  کلاسII  رويAPC فعال شدن لنفوسیت ها به این صورت می تواند منجر به خود . تحریک می کند

Brocke)مانده است  این مکانیسم براي مولتیپل اسکلروزیس به صورت یک نظریه باقی. ایمنی شود et al., 1993) .

                                                
1 Human leukocyte antigen (HLA)
2 T helper (Th)
3 Blood-brain barrier (BBB)
4 Autoreactive T cells
5 Major histocompatibility complex (MHC)
6 Antigen-presenting cell (APC)
7 Molecular mimicry
8 Superantigen
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  اسی بیماري مولتیپل اسکلروزیسعلت شن-5- 1

واضح و روشن  يمارین بیعلت مولتیپل اسکلروزیس مبهم و نامعلوم است اما دخالت فاکتورهاي ژنتیکی در ا

  . است

  فاکتورهاي ژنتیکی- 5-1- 1

یپل بیشترین شیوع مولت. نقش فاکتورهاي ژنتیکی در حساسیت اشخاص به مولتیپل اسکلروزیس پیچیده است

شیوع پایین آن در آسیا و آفریقا پیشنهاد می کند که . اسکلروزیس در اروپاي شمالی و شمال آمریکا می باشد

مطالعات . زمینه نژادي و عوامل محیطی باعث می شوند که در معرض بیماري قرار بگیریم، عوامل ژنتیکی

اده بیماران مولتیپل اسکلروزیس شیوع آن خانوادگی و دوقلوها نشان می دهد که اساساً در اعضاي خانو، جمعیتی

نسبت به دوقلوهاي دو  1براي مثال خطر ایجاد مولتیپل اسکلروزیس در دوقلوهاي یک تخمکی. افزایش می یابد

، اگر چه هیچ ژن واضح عامل بیماري شناسایی نشده است. (Dyment et al., 2004)خیلی بیشتر است  2تخمکی

نشان می دهد ژنهایی که در حساسیت به مولتیپل اسکلروزیس شرکت  MSده بررسی کل ژنوم در چندین خانوا

 ,.Dyment et al., 2004; Sawcer et al( هستند II (HLA)آنتی ژن لوکوسیتی انسانی کلاس دارند مربوط به

II ،HLA-DRB1کلاس  HLAمطالعات ارتباط ژنتیکی نشان می دهد که یک ارتباط مهم بین آلل هاي . )1997

HLA-DQB1و  1501   . (Olerup and Hillert, 1991)با مولتیپل اسکلروزیس وجود دارد  0601

پیشنهاد می کند که تغییرات هورمونی فاکتورهاي ) 6/1: 1نسبت (تفاوت در شیوع بیماري بین مردان و زنان 

، ر در طول بارداريمیزان حمله هاي کمت: این نظریه به وسیله چندین مشاهده تأیید می شود. مخاطره آمیز هستند

ارتباط استرادیول بالا و ، تشدید بیماري در طول قاعدگی زنان، دوباره به جاي اول برگشتن بعد از وضع حمل

یک مدل ( 3تفاوت هاي جنس در انسفالومیلیت اتو ایمیون تجربی، پروژسترون پایین با فعالیت بالاي بیماري

  . RR-MSترون و اثرات درمانی استرادیول در اثر محافظتی تستوس، )حیوانی مولتیپل اسکلروزیس

مکانیسم هاي دقیق هورمونهاي جنسی که حساسیت به مولتیپل اسکلروزیس را تحت تأثیر قرار می دهد 

  . (Sospedra and Martin, 2005)ناشناخته هستند 

                                                
1 Monozygotic twins
2 Dizygotic twins
3 Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
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