
 

  

  ايراناروميه،  دانشگاه اروميه، ،دامپزشكي ي دانشكده ،شناسي گروه ميكروب ايمني شناسي، دكترايدانشجوي  1
  ايراناروميه،  دانشگاه اروميه، ،دامپزشكي ي دانشكده ،شناسي گروه ميكروب، استاديار 2
  ايراناروميه،  دانشگاه اروميه، ،دامپزشكي ي دانشكده، دانشيار، گروه پاتوبيولوژي 3
  ايراناراك،  دانشگاه علوم پزشكي اراك، ،پزشكي ي دانشكده ،شناسي گروه ايمني دانشيار، 4

    Email: meysam.abtahi@yahoo.com  دكتر سيد ميثم ابطحي فروشاني :ي مسؤول نويسنده
  

  1391هفته دوم تير / 188شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  622

   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

   25/2/91: رشيپذ خيتار         15/10/90: افتيدر خيتار  1391هفته دوم تيرماه/188شماره /ام سيسال
اثر آتورواستاتين در درمان آنسفالوميليت تجربي خودايمن و نقش آن در پاسخ 

  كمكي Tهاي  لنفوسيت
  

  4دكتر قاسم مسيبي ،3دكتر رحيم حب نقي ،2دكتر نوروز دليرژ ،1دكتر سيد ميثم ابطحي فروشاني
  
  

  چكيده
با وجودي كه مطالعات . اند مشخص نموده يهاي خودايمن را در پاتوژنز بيماري FoxP3+Tregو  Th17هاي  اخير نقش مهم لنفوسيت تحقيقات :مقدمه
 Th1/Th2هاي  بر مبناي تغيير در نسبت سايتوكاين به طور عمده، ولي اين اثرات بودند) از قبيل آتورواستاتين(ها  گر ايمني استاتين يد نقش تعديلؤقبلي م

 Experimental autoimmune encephalomyelitis(در اين مطالعه اثرات درماني آتورواستاتين بر روند آنسفالوميليت تجربي خودايمن . اند توجيه شده
 .كمكي مورد ارزيابي قرار گرفت Tهاي  هاي لنفوسيت و پاسخ) EAEيا 

 7ها در دو گروه  سپس موش. القا شد C57BL/6ي  هاي ماده وانت كامل فروند در موشو ادج MOG35-55با استفاده از پپتيد  EAEبيماري  :ها روش
. آغاز شد) گرم به ازاي كيلوگرم وزن بدن ميلي 10 روزانه(م باليني بيماري، درمان با آتورواستاتين يدر گروه درماني بعد از ظهور علا .رأسي قرار گرفتند

 .م بيماري به صورت روزانه ثبت گرديديسي و سوم علا ها در روز تا زمان كشتار موش. كردند دريافت دارونما عنوان به را دارو حلال شاهد گروه زمان،هم
 ي به وسيله FoxP3+Tregهاي  فراواني سلول و ELISA ي ها به وسيله ، ميزان توليد سايتوكاينMTTآزمون  ي سپس ميزان تكثير به وسيله
  .الي سنجيده شدهاي طح فلوسايتومتري در بين سلول

هاي جدا شده از  به دنبال تحريك مجدد پادگني در سلول. داري موجب تخفيف بيماري گشت م به طور معنييآتورواستاتين پس از بروز علا :ها يافته
سطح . زمان با كاهش تكثير لنفوسيتي شد هم IFN-γ و IL-17هاي پيش التهابي  دار توليد سايتوكاين طحال، آتورواستاتين موجب كاهش معني

 .رخ نداد FoxP3+Treg هاي داري در فراواني سلول با اين وجود تغيير معني. داري افزايش يافت نيز به طور معني IL-10سايتوكاين ضد التهابي 

هاي توليدي به  نسبت سايتوكان تغييرگر و  هاي خود واكنش ضمن كاهش تكثير لنفوسيت EAEم يدرمان با آتورواستاتين پس از بروز علا :گيري نتيجه
  .گردد التهابي، موجب بهبود بيماري مي هاي ضد نفع سايتوكاين

  پاسخ لنفوسيتي آنسفالوميليت تجربي خودايمن، آتورواستاتين، :واژگان كليدي
 

  مقدمه
) MSيـا   Multiple sclerosis(بيماري اسكلروز متعـدد  

يك بيماري خودايمن و مزمن التهابي سيسـتم اعصـاب   
ــي ــل قابليــت   مركــزي م ــه دلي ــه ب ــه شــدتباشــد ك  ب

ــاتوان ــده ن ــهآن  ي كنن ــرات  ب ــتلا، داراي اث ــرد مب روي ف
هـا اسـت    سال). 1(باشد  اجتماعي و اقتصادي مهمي مي

ــودايمن تجربـــي   ــفالوميليت خـ ــه آنسـ ــا  EAE(كـ يـ

Experimental autoimmune encephalomyelitis ( در
بررسـي  براي  MS موش به عنوان مدل جانوري بيماري

زايي و ارزيابي داروهاي جديد جهت درمان  سير بيماري
MS  ماننـد (ها  استاتين). 2(مورد توجه قرار گرفته است 

كلسـترول   ي اي از داروهاي كاهنـده  دسته) آتورواستاتين
در  گـر ايمنـي   هستند كه به علت دارا بودن اثرات تعديل

هاي خودايمن مورد توجه خاصي قرار  امر درمان بيماري
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هـا از   مشخص شده است كـه اسـتاتين  ). 3- 5(اند  گرفته
 T-betو  STAT-4بـرداري   طريق مهار فاكتورهاي نسخه

هـاي   و توليـد سـايتوكاين   Th1هـاي   لولمانع تشكيل س
در عـين حـال ايـن تركيبـات بـا      . گردند پيش التهابي مي

ــال ــخه  فع ــاي نس ــازي فاكتوره ــرداري  س و  STAT-6ب
GATA-3    هـاي   موجب پيشـبرد تشـكيل سـلولTh2  و

تا همين ). 6(گردند  هاي ضد التهابي مي توليد سايتوكاين
هاي  ه سلولاي پذيرفته شده بود ك اواخر به طور گسترده

Th1   مولد اينترفرون گامـا)IFN-γ(    نقـش اصـلي را در
بازي  MSو  EAEهاي خودايمن از قبيل  پاتوژنز بيماري

داراي  Th2هـاي   كنند، در حالي كـه تشـكيل سـلول    مي
بـا ايـن وجـود     ).7- 8(باشـد   اثرات حفاظت بخش مـي 

هـاي دچـار نقصـان در     مشخص شده اسـت كـه مـوش   
ــزاي   ــا اج ــا ي ــرون گام ــده اينترف ــزء  ي گيرن  p35آن، ج

، نـه تنهـا بـه    12اينترلوكين  ي و يا گيرنده 12اينترلوكين 
مقاوم نيسـتند، بلكـه بيمـاري را بـا      EAEبيماري  يالقا

له با كشف أاين مس). 7- 9(دهند  شدت بيشتري بروز مي
تـا   Th17كمكي بـه نـام    Tهاي  جديدي از سلول ي رده

شاخص اين سايتوكاين  17اينترلوكين . حدودي حل شد
و نقــش مهمــي در پيشــبرد رونــد التهــاب و  اســترده 

هــاي خــودايمن دارا  زايــي بســياري از بيمــاري بيمــاري
  ). 9- 11(باشد  مي

هـاي   برخي شواهد حاكي از تنظيم متقابل لنفوسـيت 
T  ــي و ) +T CD4+ CD 25+ FoxP3(كمكــي تنظيم

Th17  رسـد كـه    بنابراين به نظـر نمـي   ).12- 13(هستند
بـه سـمت    Th1ها از  تغيير پلاريزه شدن پاسخ لنفوسيت

Th2 ايمنـي   ي كننـده   كار تعـديل  و به تنهايي بتواند ساز
در اين مطالعه، ضمن بررسـي  . ها را توجيه نمايد استاتين

ــم    ــروع علاي ــد از ش ــتاتين بع ــاني آتورواس ــرات درم اث
هــاي  فوســيت، اثــرات آن بــر روي لنEAEدرمانگــاهي 

هــاي  طحــالي از نظــر ميــزان تكثيــر، توليــد ســايتوكاين
ــا،  ــرون گام ــي  IL-10و  IL-17اينترف ــين فراوان و همچن

  .مورد ارزيابي قرار گرفت FoxP3+Tregهاي  سلول
  
  ها روش

شاهدي  - تجربي كه به صورت موردي ي در اين مطالعه
 ي هاي ماده مورد مطالعه شامل موش ي انجام شد، جامعه

 6سـني   ي با محـدوده  C57BL/6نژاد ) Inbred(خالص 
كه از انسـتيتو پاسـتور ايـران خريـداري      بودندهفته  8تا 

 ي پژوهشـكده  ي خانه ها در حيوان اين موش .ندشده بود
 زيست فناوري دانشگاه اروميه در شرايط استاندارد آب،

 اين مراحل ي كليه .دما و نور كافي نگهداري شدند غذا،
 مورد اروميه دانشگاه پژوهشي اخلاق ي كميته در تحقيق
  .گرفت قرار تأييد

ــراي  ــاب ــدار ، EAE يالق ــرم  200مق ــد ميكروگ پپتي
MOG33-55  با توالي)M-E-V-G-W-Y-R-S-P-F-S-R-

V-V-H-L-Y-R-NG-K (درصد  95خلوص  ي و درجه
بـافر  ميكروليتـر   100در ) آمريكا، ANASPECشركت (

) Phosphate buffered salineيـا   PBS(فسفات سالين 
ــر  100و  ــل  ميكروليت ــد كام ــت فرون ــركت(ادجوان  ش

Sigma ،و به صورت زيـر جلـدي    شد مخلوط) آمريكا
 400مقـدار  . پشت هر موش تزريق گرديـد  ي در ناحيه
نيـز  ) آمريكـا ، Sigma شركت(سم سياه سرفه نانوگرم 

در  MOG33-55پپتيــد  PBSميكروليتــر  300 در حجــم
بعد به صورت داخـل صـفاقي   ساعت  48و روز همان 

رونــد بيمــاري و تغييــرات وزن ). 14( تزريــق گرديــد
شـدت  . ها روزانـه مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت      موش

در . بر اساس يم مقياس هفتگانـه بررسـي شـد   بيماري 
، اخـتلال  ي صـفر  نمره عدم بروز بيماريبه اين مقياس 

ــره در حركــت دم ــج شــدن دم1ي  نم ــره ، فل ، 2ي  نم
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، 4ي  نمـره  فلج يـك پـا   ،3ي  نمره ه رفتناختلال در را
و  6ي  نمـره  ، فلج چهار دست و پا5ي  نمره فلج دو پا
  ).15(داده شد  7ي  مرگ نمره

 7بيماري بـه دو گـروه    يرأس موش پس از القا 14
و تـا   ندسي با شرايط سني و وزني يكسان تقسيم شـد أر

روز پس از بروز علايم درمانگاهي تحت درمان قرار  21
ت شـرك (استوك آتورواسـتاتين   گروه درماندر . ندگرفت

Sigma ،درليتـر   گـرم در ميلـي   ميلـي  1به ميزان ) آمريكا 
PBS  حاويDMSO 2  بـه منظـور   . حل گرديـد درصد

ارزيابي اثـرات درمـاني دارو بـر روي بيمـاري در حـال      
گرم به ازاي  ميلي 10با دوز   جريان، آتورواستاتين روزانه

پس از بروز اولين علايم درمانگـاهي   كيلوگرم وزن بدن
هـاي   مـوش  ي در همـه ) بيمـاري  يروز پس از القـا 12(

انتخـاب  . گرديـد تزريـق  گروه به صورت داخل صفاقي 
هــاي  دوز بــر مبنــاي مطالعــات گذشــته بــر روي مــدل 

  ).6، 16( هاي خودايمن صورت گرفت بيماري
روز پس EAE 12هاي مبتلا به  گروه شاهد موشدر 
ماري در حجمي مشابه با گـروه قبلـي تحـت    بي ياز القا

قـرار  ) دارونمـا (درصد  DMSO 2حاوي  PBSدرمان با 
كـه از نظـر    C57BL/6رأس مـوش   7در ضمن . گرفتند

سن، جنس و وزن مشابه بـا دو گـروه قبلـي بودنـد، بـه      
ايـن  . عنوان گروه سالم غير بيمار در نظـر گرفتـه شـدند   

يافـت پپتيـد   ها فرايند ايجـاد بيمـاري را بـدون در    موش
MOG33-55 ها تحـت درمـان    زمان با آن و هم ندطي كرد

  .با دارونما قرار گرفتند
ــراي  ــهب ــنجش   ي تهي ــال و س ــلولي طح كشــت س
هفته بعـد از   3هاي موجود در مايع رويي آن  سايتوكاين

. ندها نخاعي شـد  موش) پس از القا 31روز (آغاز درمان 
ديد گرها تحت شرايط استريل خارج  طحال موشسپس 

محـيط كشـت   ليتر  ميلي 5و بعد از قطعه قطعه شدن در 

1640RPMI- )شــركت Sigma ،10 حــاوي) آمريكــا 
، Gibco شـركت ، FBS )Foetal Bovine Serum درصد
ــان ــد ) آلم ــه گردي ــه  . ل ــت تهي ــل جه ــت حاص  ي باف

ــه قطــر   ــوري ســيمي ب  2/0سوسپانســيون ســلولي از ت
 10بـه مـدت    سـانتريفوژ پس از . متر عبور داده شد ميلي

، ي قرمـز ها  گلبولبه منظور حذف  ،g 200 دور دقيقه در
بافر ليز ليتر  ميلي 5دست آمده ه بر روي رسوب سلولي ب

ــده  ــول 15/0[كنن ــد م ــوم،  كلري ــي 10آموني ــول  ميل م
ــي ــات بـ ــيم و  كربنـ ــي 1/0پتاسـ ــول  ميلـ  EDTAمـ

)Ethylenediamminetetraacetate( 2/7 بــــــا = pH[ 
ليتـر   ميلـي  10دقيقه ضـمن افـزودن    5بعد از . افزوده شد

 g200 دور دقيقـه در  10محيط كشت بار ديگر به مـدت  
سپس رسوب سلولي در محيط كشـت  . دگردي سانتريفوژ

RPMI  حاويFBS 10  به حالت سوسپانسون در درصد
 106 بـا پس از شمارش، سوسپانسيون سلولي . آورده شد

هـا در   ايـن سـلول  . ن تهيه شداز آليتر  سلول در ميلي 2 ×
بـا   MOG33-55 خانه در حضور پپتيد 24هاي كشت  پليت

ساعت در  72به مدت ليتر  ميكروگرم در ميلي 50غلظت 
پس از . كشت داده شدنددرصد  CO2 5انكوباتور حاوي 

  . آوري شد ها جمع طي اين مدت مايع رويي آن
ــايتوكاين  ــنجش س ــراي س ــاي  ب   و IFN-γ ،IL-10ه

IL-17 ــت ــوط  ELISAهـــاي  از كيـ شـــركت (مربـ
BENDERMED، ــان ــتفاده) آلم ــد اس ــق   ش ــر طب و ب

راهنماي هـر كـدام از    ي دستورالعمل مندرج در دفترچه
  .اقدام گرديد ها كيت

بررسي  MTTهاي ايمني با روش  ميزان تكثير سلول
پس از طي مراحلي كه در بالا توضيح  براي اين كار. شد

وني يهـا، سوسپانس ـ  ولداده شد، به دنبـال شـمارش سـل   
 100 و گرديـد تهيـه   ليتـر  سلول در ميلي 1 × 106حاوي 

 96هـاي پليـت    از آن در هـر يـك از چاهـك   ميكروليتر 
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براي هر نمونه سـه تكـرار   . تخت ريخته شداي ته  خانه
ــور    ــرار در حض ــه تك ــادگن و س ــور پ ــدون حض  50ب

ــي ــرم در ميل ــر ميكروگ ــد ليت در نظــر  MOG33-55 از پپتي
به عنوان بلانك نيز در سه چاهـك از محـيط   . گرفته شد

RPMI   ــتفاده ــالي اس ــدخ ــد از . گردي ــاعت  72بع س
بـه هـر   درصـد،   CO2 5در انكوباتور حـاوي   نگهداري
گـرم در   ميلـي  MTT )5محلـول  ميكروليتـر   25 چاهك
ساعت ديگر  4به مدت  وافزوده شد  )PBSدر ليتر  ميلي

 MTT ي مـاده  يمـدت احيـا  در ايـن  . گرديـد  نگهداري
هاي زنده و در حال تكثيـر سـبب تشـكيل     توسط سلول

 100هــاي فورمــازون گرديــد كــه بــا افــزودن  كريســتال
سـپس  . آمـد  بـه حالـت محلـول در    DMSOميكروليتر 

تعيين و اينـدكس  نانومتر  490شدت رنگ در طول موج 
   :زير محاسبه گرديد ي تحريك بر اساس رابطه

ODدرحضورپپتيد ିOD نكبلا   

ODدرعدم حضور پپتيد –OD اندكس تحريك=  بلانك  
  كمكــي تنظيمــي  Tهــاي  جهــت ارزيــابي لنفوســيت

)T CD4+ CD 25+ FoxP3+ (يـــا بـــه اختصـــار 
FoxP3+Treg   ــيتومتري ــت فلوســ ــركت (از كيــ شــ
eBioscience، ــق ) آنگلســتان ــر طب ــلب ــوط  پروتك مرب

ــه طــور خلاصــه، سوسپانســيوني از . اســتفاده گرديــد ب
 100سلول در حجـم   1 × 106هاي طحالي حاوي  سلول

هـا بـراي ماركرهـاي     در ابتدا سـلول . تهيه شدميكروليتر 
 جهـت  سپس. آميزي شدند رنگ CD25و  CD4سطحي 
) w/v(محلـول   ليتر از ميلي 1 نمونه هر به ها سلول تثبيت

 بافر در) Paraformaldehyde( هايدآلد پارافرم درصد 2
PBS دمـاي   در دقيقه 30 مدت به ها سلول و شد افزوده

   .شدند نگهداري گراد ي سانتي درجه 4
 مـدت  به g 300 در دور ها نمونه سانتريفوژ از پس

 ورود منظــور بــه رويــي مــايع ريخــتن دور و دقيقــه 5
 سلولي سلول، رسوب درون به FoxP3 ضد هاي پادتن

 بـافر  ليتـر از  ميلـي  1 بـا  تيمار تحت دقيقه 15 مدت به
 در 20 تـويين  درصـد  v/v (2/0( محلـول ( كننده تراوا
گـاه مـاركر    آن .گرفـت  قرار اتاق دماي در) PBS بافر

ــل ــلولي  داخ ــگ FoxP3س ــد  رن ــزي ش ــد از . آمي بع
ها در حجـم مناسـبي از    شستشوي رنگ اضافي، سلول

آورده  ق درآميزي فلوسايتومتري به حالت معل بافر رنگ
شـركت  (DAKO  بـا دسـتگاه فلوسـيتومتري   و  ندشـد 

Partec، نتــايج . مــورد ســنجش قــرار گرفتنــد) آلمــان
) 1-2-1ي  نسـخه ( Cyflogicافـزار   حاصل نيز بـا نـرم  

  .مورد آناليز قرار گرفت
م يمرتبط با شدت علاغير پارامتري  هاي داده ي مقايسه

و  Mann-Whitney-U درمانگــاهي بــا اســتفاده از آزمــون
 ميانگين تغييرات وزن بـا اسـتفاده از آزمـون    ي يسهمقا

One way ANOVA و Tukey’s test ساير . انجام شد
در تمـام  . گرديدمقايسه  Student-tها نيز با روش  داده

دار در نظـر   به عنوان سطح معنـي  P > 05/0ها  بررسي
 ±انحـراف معيـار   به صورت  ها داده ي كليه .گرفته شد
  هـاي آمـاري    بررسـي  ي كليـه  .گزارش گرديـد  ميانگين

ــا اســتفاده از  ــرمب ــزار ن ــاري  اف    17 ي نســخه SPSSآم
)version 17, SPSS Inc., Chicago, IL ( گرديدانجام 

ي  نسـخه  Excel افـزار  و براي ترسم نمودارهـا از نـرم  
  .استفاده شد 2007
  

  ها افتهي
هاي تحـت مطالعـه    هبررسي تغييرات وزن در بين گرو
گرم  16 ± 16/0 شاهدنشان داد كه ميانگين وزن گروه 

 تحـت درمـان   و EAEهاي مبـتلا بـه    و همچنين موش
 هـاي سـالم   در قياس با موشگرم بود كه  7/16 ± 3/0

داري  به طور معنـي  گرم 1/20 ± 14/0با ميانگين وزن 
   .)P > 05/0(د بوكمتر 
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  ؛تحت درمان با آتورواستاتين EAEمبتلا به  و EAEمبتلا به  هاي سالم، ميانگين تغييرات وزن بين موش ي مقايسه .1 شكل

   .شده استآغاز  12درمان با آتورواستاتين از روز 
* :05/0 < P آتورواستاتين با درمان تحت هاي موش و) شاهد( نشده درمان مبتلاي هايموش بين  

  
بـا  هاي مبتلا و تحت درمـان   ميانگين وزن در موش

بـه   گروه شاهد مبتلاهاي  نسبت به موشآتورواستاتين 
EAE  0005/0(داشـت  كاهش به ميزان كمتري < P(. 

ــه نشــان ي مقايســه ــرات روزان ــده  تغيي ــاوت  ي دهن تف
زمــاني  ي اخيــر در بــازهدار وزن بــين دو گــروه  معنــي

  ). 1 شكل(بود بيماري ي پس از القا 33تا  29روزهاي 
 ـ  بر دسـت آمـده ميـانگين شـدت     ه اساس نتـايج ب

درمـــان در  ي نـــاتواني نورولوژيـــك در طـــول دوره
 )4/3 ± 17/0(آتورواستاتين هاي تحت درمان با  موش

كمتـر   )EAE )13/0 ± 16/4شاهد مبـتلا بـه   نسبت به 
ميانگين حداكثر شدت بيماري نيز  .)P > 0005/0( دبو

 )8/5 ± 18/0(هاي مبتلا و تحت درمـان   درگروه موش

) 85/4 ± 26/0(گـروه شـاهد    هـاي  در مقايسه با موش
 ي تغييـرات روزانـه   ي مقايسـه  .)P > 05/0( كمتر بـود 

دار در  تفاوت معنـي  ي دهنده  م بين دو گروه نشانيعلا
زمـان  (پـس از ايمـن سـازي     18در روز  ميشدت علا

 ي بــازه و در) بـروز حــداكثر ميـانگين شــدت بيمـاري   
 دبـو بيمـاري  ي پـس از القـا   33تـا   26زماني روزهاي 

  ).2 شكل(
هـاي طحـالي بـا     به دنبال تحريك مجدد لنفوسـيت 

ــد  ــت   MOGپپتيـ ــيط كشـ ــد  در محـ ــزان توليـ ميـ
كـاهش و   IL-17و  IFN-γهاي پيش التهابي  سايتوكاين

افزايش  IL-10در عوض سطح سايتوكاين ضد التهابي 
  ).3شكل (داد داري را نشان  معني
  

  
  هاي مختلف  ميانگين شدت بيماري در روزهاي مختلف بين گروهي  مقايسه. 2شكل 

* :05/0 < P هاي تحت درمان با آتورواستاتين و موش) شاهد(هاي مبتلاي درمان نشده  بين موش  
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  در سوپ رويي كشت  IL-10 و IFN-γ، IL-17هاي  ميانگين غلظت سايتوكاين ي مقاسيه. 3شكل 

  MOGساعت كشت در حضور پپتيد  72پس از  هاي طحالي سلول
* :005/0 < P  ** :0005/0 < P   

  
حاكي از كاهش در ميزان تكثير  MTT آزموننتايج 

در قياس بـا   آتورواستاتينلنفوسيتي در گروه درماني با 
بـه دنبـال تحريـك مجـدد      ،EAEشاهد مبتلا به گروه 

در محـيط كشـت    MOGهاي طحالي با پپتيد  لنفوسيت
  ).4 شكل( دبو

  

  
هاي طحالي در تحريك با پپتيد  تكثير لنفوسيت ي مقايسه .4شكل 

MOG  ساعت 72پس از  
* :005/0 < P  

  
هــاي  اســاس نتــايج حاصــل از آنــاليز داده    بــر
كمكـي تنظيمـي    Tهاي  يتومتري، سطح لنفوسيتافلوس

)T CD4+ CD 25+ FoxP3+ ( در گروه مبتلا ولي تحت

نداشـت  داري  تغيير معنـي شاهد درمان نسبت به گروه 
)38/0  =P .( ي ينـد محاسـبه  اچگـونگي فر  5در شكل 

  .نشان داده شده است Tregهاي  سلول
  
  بحث

هاي خودايمن به طور معمول پس از بروز  درمان بيماري
ــون  علا ــه كل ــاني ك ــي در زم ــم درمانگــاهي يعن ــاي  ي ه

اي تكثيـر   گر به طور گسـترده  واكنش هاي خود لنفوسيت
عملكـردي   ي هاي تمايز يافتـه  و تبديل به سلول يابند مي
در اين مطالعـه نيـز تجـويز    . پذيرد ، صورت ميشوند مي

م ناتواني نورولوژيـك در تمـامي   يدارو پس از بروز علا
 ـ . صورت گرفته اسـت هاي گروه درماني  موش ه نتـايج ب

دهـد كـه در ايـن شـرايط، تجـويز       دست آمده نشان مي
آتورواستاتين موجب بهبود در سيماي باليني و تغييـرات  

 ايـن . شـد  EAEشـاهد مبـتلا بـه    وزن نسبت به گـروه  
هاي ايمني  زمان با تعديل پاسخ بهبودي نسبي به طور هم

 بــه صــورت كــاهش تكثيــر لنفوســيتي و تغييــر الگــوي
هاي پـيش التهـابي    ايتوكايني از سمت توليد سايتوكاينس

IL-17  وIFN-γ  به سمت توليد سايتوكاين ضد التهـابي  
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  )الف(  )ب(

    
  )ج(  )د(

سپس  )ب .گيت شدند SSCو  FSCها بر روي دات پلات  لنفوسيت) الف .تنظيمي به روش فلوسيتومتري Tهاي نتايج بررسي ميزان لنفوسيت. 5 شكل
 +T CD4+ FOXP3هاي  در نهايت لنفوسيت )ج .مشخص شدند SSCو ) CD25 )FL2روي دات پلات  در گيت ياد شده بر +CD25هاي  سلول

  هاي طحالي  در جمعيت سلول Tregهاي  نمودار فراواني سلول )د .مورد ارزيابي قرار گرفتند +CD25هاي  بر روي گيت سلول
  

IL-10 صورت گرفت .  
IL-17  كـه  است يك سايتوكاين پيش التهابي قوي

هاي  ها از قبيل سلول اي از سلول بر روي طيف گسترده
و موجـب   كنـد  مـي يـد اثـر   ياپيتليال، انـدوتليال و ميلو 

). 17(گـردد   آزادسازي انواع مـدياتورهاي التهـابي مـي   
ــلول ــوكين   س ــد اينترل ــاي مول ــاتوژنز  17ه ــير پ در س

و بـا   كنند ميبه بافت مهاجرت  Th1ز خودايمني قبل ا
 ،ايجاد شرايط التهـابي و شكسـت سـد خـوني مغـزي     

). 18( دارنـد  ها را فـراهم مـي   ورود ساير سلول ي زمينه
شكستن  EAEدر ايمونوپاتوژنز  IL-17عملكرد اصلي 

سـطح   وجـود ). 17-18( باشـد  مغزي مـي  -سد خوني
هاي مغزي و مايع مغزي نخاعي  در پلاك IL-17بالاي 

نقش اين سايتوكاين در  ي دهنده  نشان MSمبتلايان به 
 ي كننده  تجويز پادتن بلوكه). 17( استپاتوژنز بيماري 

IL-17 هاي ايمن شده با پادگن ميلينـي مـانع    در موش
و متعاقب آن از بـروز   شود ميها در مغز  بروز كموكاين

ــي  ــوگيري م ــاري جل ــد بيم ــن  ). 9( كن ــان در اي نقص
تـر و   سايتوكاين منجر به ايجـاد بيمـاري بسـيار ملايـم    

در  EAEگـردد كـه    هـايي مـي   خير در موشأهمراه با ت
   ).18(ها القا شده است  آن

 Th17هـاي   رسـد كـه سـلول    در مجموع به نظر مي
. )17(تـر باشـند    پاتوژنيـك  Th1هـاي   نسبت به سلول

در  MS بـه  در خـون افـراد مبـتلا    IL-17سطح بـالاي  
بـر  ). 18( اسـت  IFN-βارتباط با عدم پاسخ نسبت بـه  

هاي مـا درمـان بـا آتورواسـتاتين در مـدل       اساس يافته
ــاري  ــطح   MSموشــي بيم ــاهش س  IL-17موجــب ك

كـه افـزودن    استبنابراين اين احتمال مطرح . گردد مي
ايــن دارو بــه رژيــم درمــاني ايــن افــراد داراي اثــرات 
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  .سودمندي باشد
نقش اساسي در ايجاد  Th17هاي  در حالي كه سلول

، رنـد و پيشبرد التهاب و شكست سـد خـوني مغـزي دا   
در ايجاد ضـايعات بـافتي    ،IFN-γمولد  Th1هاي  سلول

هاي فعال اكسـيژن و   القاي واسطه). 10(باشند  دخيل مي
 ـ  اكسيد نيتريك در سلول  ي واسـطه ه هاي ميكروگليـال ب

نقش مهمي را در پاتوژنز  )Th1شاخص (اينترفرون گاما 
هـاي گذشـته نيـز     بررسـي ). 19(نمايـد   بيماري ايفا مـي 

كاهش سـطح ايـن سـايتوكاين بـه دنبـال       ي دهنده نشان
هـاي خـودايمن    هـاي بيمـاري   ها در مدل تجويز استاتين

  ).4- 6( بوده است
IL-10    ــردن ــدود ك ــلي در مح ــش اص ــتم  ،نق خ

بـافتي   هاي هاي التهابي و ممانعت از ايجاد آسيب پاسخ
دار سـطح ايـن    افزايش معني). 20-21(كند  را بازي مي

هـاي   سايتوكاين به همراه كاهش در سـطح سـايتوكاين  
پيش التهابي از جمله عوامل كاهش شدت بيمـاري در  

ممكـن   IL-10افـزايش سـطح    .باشـد  گروه درماني مي
موجـب كـاهش    IFN-γاست در كنـار كـاهش سـطح    

توكاين بـه عنـوان   اين ساي ).22(شود نيز  IL-17سطح 
ــاكتور مهار ــدهف ــا   CSIF(ســاخت ســايتوكاين  ي كنن ي

Cytokine synthesis inhibitory factor ( شناخته شده
  ). 21( است

د كه در بيمـاران مبـتلا   نده مطالعات گذشته نشان مي
هــاي  توسـط لنفوسـيت   IL-10، افـزايش توليــد  MSبـه  

CD4+ تـا   ).23( ثر بوده استؤدر كاهش شدت علايم م
پذيرفتـه   Th2به عنوان يك سايتوكاين  IL-10مدتي قبل 
ولي هم اكنون مشخص شده است كـه طيـف    ،شده بود
و حتـي   Tregهـاي   ها از قبيل سلول اي از سلول گسترده

از جمله . قادر به توليد آن هستند Th17و  Th1هاي  رده
 1هـاي تنظيمـي نـوع     سـلول  IL-10منابع ديگـر توليـد   

)Trl1 ( هســتند)هــاي صــورت گرفتــه در  بررســي. )20
ها بـر روي بيمـاري پيونـد     مورد اثرات سودمند استاتين

حـاكي از افـزايش جمعيـت ايـن دسـته از       ،عليه ميزبان
بنابراين اين احتمال نيز مطرح ). 24( ها بوده است سلول
با آتورواسـتاتين منجـر بـه اثـر      EAEگردد كه درمان  مي

  . مشابهي شده باشد
يتي در پاسخ به تحريك مجدد با كاهش تكثير لنفوس

هاي اتوراكتيـو   و به تبع آن كاهش لنفوسيت MOGپپتيد 
كه در گروه درماني با آتورواستاتين ديده شـد، از جملـه   

بـا توجـه بـه    . باشـد  شدت بيماري مـي  ي عوامل كاهنده
هـا بـر    مبني بر اثر مسـتقيم اسـتاتين   هايي وجود گزارش
ــادگن توســط ســلول ي مهــار عرضــه ــههــاي  پ اي  حرف

و همچنـين اثـرات ضـد    ) 4- 5(ژن  آنتـي  ي كننـده  عرضه
تـوان كـاهش    ، در مجموع مـي )IL-10 )21 -20تكثيري 

  .تكثير لنفوسيتي در گروه درماني را توجيه نمود
 +T CD4+ CD 25(كمكي تنظيمي  Tهاي  لنفوسيت

FoxP3+ اختصار به يا و FoxP3+Treg (و از جمله ساز 
  ).12- 13(باشند  ميكارهاي تحمل به خود 

ــيت  ــين لنفوسـ ــادل بـ ــاي  تعـ و  FoxP3+Tregهـ
نقـش مهمـي را در    IL-17 ي كننـده  هـاي توليـد   سلول
كنـد   هاي خودايمن بازي مـي  گيري و مهار بيماري پيش

نيازمنــد  FoxP3+Tregهــاي  تكامــل ســلول). 19-12(
TGF-β در حالي كه  ،استTGF-β  در كنار سايتوكاين
 Th17هـاي   موجب پيشبرد تكامل سـلول  IL-6التهابي 

نتايج مطالعـات اخيـر در   ). 25-26( گردد در موش مي
in vitro هـاي   هاي مـوش  بر روي لنفوسيتBALB/C 

ــار مســير    ــا مه ــه سيمواســتاتين ب نشــان داده اســت ك
هـاي   زمان با كاهش سـطح سـلول   ، همIL-6رساني  پيام

Th17 هاي  موجب افزايش سطح سلولTreg گردد مي 
خـود   ي اين در حالي اسـت كـه مـا در مطالعـه    ). 27(

www.mui.ac.ir



  همكارانو  دكتر سيد ميثم ابطحي فروشاني   آنسفالوميليت تجربي خودايمن در درمان آتورواستاتين اثر

  1391هفته دوم تير / 188شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  630

مشـاهده  را  Tregهاي  دار در سطح سلول افزايش معني
  . نكرديم

Eller      و همكاران نيز نتايج مشـابهي بـا كـار مـا در
هـاي نـژاد    ايمـن در مـوش   مورد گلومرونفريت خـود 

C57BL/6 بايد توجه داشت كـه  ). 16( گزارش كردند
 وجــودنتــرل شــده و در شــرايط ك in vitroمطالعــات 
كننـده در حـد بهينـه صـورت       هاي پلاريزه سايتوكاين

تواند به طور دقيق بيانگر شرايط  گيرد و همواره نمي مي
in vivo ي با توجه به نقـش دوگانـه  . باشد TGF-β  در
 مقالـه  ايـن  نويسـندگان ، FoxP3+Treg /Th17تكامـل  

بيمـاري   يسطح پايين اين سـايتوكاين بـه دنبـال القـا    
ول عـدم  ؤهاي نـژادي را مس ـ  و يا تفاوت EAEبي التها

ايـن مسـأله   . ننددا مي FoxP3+Tregهاي  افزايش سلول
در هـر حـال كـاهش     .باشـد  مستلزم تحقيق بيشتر مـي 

 ها اشاره شد، هاي پاتوژنيك كه در بالا به آن سايتوكاين

ــي ــد  م ــلول  تتوان ــع س ــه نف ــادل را ب ــاري   ع ــاي مه ه
FoxP3+Treg تغيير دهد.  

 EAEدر نهايت آتورواستاتين موجب بهبـود رونـد   
ــا كــاهش تكثيــر يــپــس از بــروز علا م در همراهــي ب

ــيت ــنش  لنفوس ــود واك ــاي خ ــبت   ه ــر نس ــر و تغيي گ
هــاي  هــاي توليــدي از ســمت ســايتوكاين ســايتوكاين

  . گردد هاي ضد التهابي مي پاتوژنيك به نفع سايتوكاين
  

  تشكر و قدرداني
 ي كاركنان پژوهشـكده  ي نگارندگان از زحمات مجموعه

دامپزشكي دانشگاه اروميـه و   ي زيست فناوري، دانشكده
پزشـكي   ي شناسـي دانشـكده   همچنين آزمايشگاه ايمنـي 

  .دانشگاه علوم پزشكي اراك كمال تقدير و تشكر را دارند
ــان   ــل پاي ــه حاص ــن مقال ــه اي ــري  ي دوره ي نام دكت

  .بودشناسي دانشگاه اروميه  تخصصي ايمني
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Abstract 

Background: Recent studies have demonstrated an important role for Th-17 and FoxP3+Treg 
lymphocytes in pathogenesis of autoimmune diseases. Although previous studies have demonstrated 
the immunomodulatory potential of statins (such as atorvastatin), these effects have been mostly 
justified by alterations in Th1/Th2 cytokines. The present study was carried out to investigate the 
therapeutic effects of atorvastatin on experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) and its 
effects on the response of T-helper cells.  

Methods: EAE was induced by MOG35-55 peptide and complete Freund's adjuvant in female C57BL/6 
mice. The mice were placed in two therapeutic groups of 7. Treatment with atorvastatin (10 mg/kg 
daily) was started in the treatment group at day 12 when they developed a disability score. At the same 
time, the control group received vehicle alone with the same schedule. Signs of disease were recorded 
daily until the day 33 when mice were sacrificed. Then, splenocytes were tested to assess proliferation 
rate, cytokine, and the frequency of FoxP3+Treg cells by the 3-(4,5 dimethylthiozol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and flow 
cytometry, respectively. 

Findings: Atorvastatin significantly decreased the clinical signs of established EAE. Aside from 
reducing lymphocyte proliferation, atorvastatin significantly inhibited the production of pro-
inflammatory interleukin 17 (IL-17) as well as interferon gammas (IFN-γ) through antigen-specific 
restimulation. In addition, the level of anti-inflammatory IL-10 was significantly increased. However, 
the frequency of FoxP3+Treg cells did not alter significantly.  
Conclusion: Parallel with decreasing proliferation of autoreactive lymphocyte and cytokine 
production in favor of pro-inflammatory cytokines, atorvastatin ameliorated established EAE. 

Keywords: Experimental autoimmune encephalomyelitis, Atorvastatin, Lymphocyte response 
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