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Abstract: 
 
Background: Multiple sclerosis and its murine model, experimental autoimmune 
encephalomyelitis (EAE), are chronic inflammatory demyelinating diseases of CNS. This 
study aimed to examine the effects of IL-27coding plasmid on disease status and certain 
immunological parameters in EAE-affected C57BL/6 mice. 
Materials and Methods: IL-27 gene was subcloned in P240 plasmid. The recombinant 
P240-mIL27 and P240 plasmids were injected two times, each time 200 micrograms, to test 
and control EAE mice, respectively. The clinical signs of the treated mice were evaluated 
daily and scored according to a standard method. One week after the last injection, all mice 
were sacrificed. The ELISA and MTT tests were performed to evaluate the production of IL-
4, IFN-γ and IL-17 from and proliferative response of splenocytes against specific antigen 
challenge, respectively. Furthermore, to demonstrate the immune cells infiltration, 
histopathological exam was performed on the brainstem of mice. 
Results: The P240-mIL27 plasmid could significantly improve clinical course of EAE in the 
test group. Also in this group, the level of IL-4 was greater than that in the control group, 
while the levels of IFN-γ and IL-17 were lower than those of the control group. In MTT test, 
the splenocytes of the test group showed a significantly less proliferative response than the 
control group. Finally, less infiltration of immune cells was seen in the brainstem of EAE 
mice treated with P240-mIL27 plasmid. 
Conclusion: IL-27 by shifting the immune responses from inflammatory Th1/Th17 towards 
anti-inflammatory Th2-type responses could be a suitable candidate for the treatment of 
inflammatory diseases such as MS.  
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  C57BL/6 هايموش در خودايمن انسفالوميليت بيماري از بهبودي بر 27- اينترلوكين تاثير
  

مجددي شفيع محمد
1
ابتكار معصومه ،

2*
كار گل مجيد ،

3
احمد خان حسين ،

4  

  

  مقدمه
 ;Multiple sclerosis( اسكلروزيس مولتيپل بيماري

MS( مركزي عصبي سيستم التهابي مزمن بيماري (CNS) بوده و 
 مبتلا بيماري اين به جهان سراسر در نفر ميليون 5/2 به نزديك
 كننده ناتوان عامل دومين تروما از پس بيماري اين .هستند

 مرگ و آسيب .]1[ باشدمي جوانان بين در نورولوژيكي
 امر اين. باشدمي MS بيماري مشخصه ترينمهم هااليگودندروسيت

 تخريب و مركزي عصبي سيستم در پراكنده ضايعات ايجاد سبب
  .]1[ گرددمي ميلين

  
  مدرس تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده ايمونولوژي، گروه دكتري، دانشجوي 1
  مدرس تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده ايمونولوژي، گروه دانشيار، 2
  پاستور انستيتو شناسي، انگل گروه مولكولي، شناسي انگل آزمايشگاه استاديار، 3
  اصفهان پزشكي علوم دانشگاه شكي،پز دانشكده ژنتيك، و آناتومي گروه استاديار، 4
  :نشاني نويسنده مسئول *

  مدرس تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده ايمونولوژي، گروه تهران،
  021 82883891:      دورنويس                            021 82883891:تلفن

 ebtekarm@modares.ac.ir: پست الكترونيك

  21/2/91:                               تاريخ پذيرش نهايي 20/9/90: تاريخ دريافت

 ،است نشده مشخص كاملا MS بيماري اصلي علت هنوز اگرچه
 پاتوژنز در +TCD4 هايسلول خصوصبه و ايمني سيستم نقش اما
 كه بود اين بر تصور ابتدا در. ]2[ است انكار قابل غير بيماري اين

 حال ؛باشدمي Th1 هايسلول با مرتبط بيماري يك ،MS بيماري
 اين در اصلي رسان آسيب عامل اندداده نشان اخير مطالعات آنكه

 از زيرگروهي خودايمن، هايبيماري از ديگر بسياري و بيماري
 .]3-5[ باشدمي Th17 هايسلول عنوان تحت Th هايسلول
 هايسيتوكين از زيادي مقدار شخصطور مبه Th17 هايسلول

IL-17A و IL-17F ايعمده نقش هاسلول اين. كنندمي توليد را 
 پاتوژنيك نقشي چنينهم و سلولي خارج هايباكتري به پاسخ در
 سركوب رواين از. ]6،7[. كنندمي ايفا خودايمن هايبيماري در

 كاريراه تواندمي ،Th17 هايسلول از ناشي التهابي هايپاسخ
. باشد MS بيماران علايم تخفيف يا و درمان در مناسب

 دو از متشكل و هترودايمر سيتوكين ك ي(IL-27) 27-اينترلوكين
-آنتي كنندهعرضه هايسلول از كه باشدمي Ebi3 و p28 زيرواحد

 .شودمي توليد ماكروفاژها و دندرتيك هايسلول خصوصبه ژن
 gp130 و WSX-1 پپتيديپلي زنجيره دو از سيتوكين اين گيرنده

  :خلاصه
-تحليل مزمن التهابي هاييبيمار ،(EAE) تجربي ايمن خود انسفالوميليت آن، حيواني مدل و (MS) اسكلروزيسمولتيپل :هدف و سابقه

 برخي و بيماري وضعيت بر IL-27 كننده كد پلاسميد اثرات ررسيب مطالعه، اين از هدف .باشندمي مركزي عصبي سيستم ميلين برنده
  .بود EAE به مبتلا C57BL/6 هايموش در ايمونولوژيكي پارامترهاي

 دو در (P240-mIL27) حاصل نوتركيب پلاسميد از ميكروگرم 200. شد كلون P240 پلاسميد در موشي IL-27 ژن :هاروش و مواد
صورت حيوانات به .كردند دريافت P240 پلاسميد مدت اين در ،كنترل گروه. شد تزريق EAE به تلامب يهاموش از هركدام به نوبت
 تزريق آخرين از پس هفته يك هاموش همه. شدندمي دهينمره استاندارد معيارهاي طبق و بررسي باليني ميعلا شدت نظر از روزانه

 ميزان و طحالي، هايسلول از IL-17 و IL-4، IFN-γ توليد بررسي جهت بترتيبه MTT و الايزا هايآزمايش. شدند كشته پلاسميد،
 هايآزمايش با ايمني هايسلول ارتشاح ميزان. گرفتند انجام اختصاصي ژنآنتي با تحريك به پاسخ در طحالي هايسلول تكثير

  . گرديدبررسي هيستوپاتولوژي
 در چنينهم. افت يايملاحظه قابل كاهش P240-mIL27 پلاسميد تزريق قبمتعا آزمايش گروه هايموش در باليني ميعلا شدت :نتايج
- موش طحالي هايسلول ،MTT آزمون در. بود كنترل گروه از كمتر IL-17 و IFN-γ توليد ميزان و بيشتر ،IL-4 توليد ميزان گروه، اين

 از حكايت نيز هيستوپاتولوژي هايآزمايش نتايج. ادندد نشان خود از كمتري تكثيري پاسخ كنترل،در مقايسه با گروه  آزمايش گروه هاي
  .داشت آزمايش گروه هايموش مركزي-عصبي بافت به ايمني هايسلول كمتر ارتشاح
 در مناسب كانديدي تواندمي ،Th2 التهابي ضد هايپاسخ سمت به Th17 و Th1 التهابي هايپاسخ الگوي تغيير با IL-27 :گيرينتيجه
  .باشد اسكلروزيسمولتيپل نظير التهابي يهابيماري درمان

- سلول ،Th2 هايسلول ،Th1 هايسلول اسكلروزيس، مولتيپل ،تجربي خودايمن انسفالوميليت بيماري ،27 اينترلوكين :كليدي واژگان

  C57BL/6 موش ،Th17 هاي
 219-228 صفحات ،1391 شهريور و مرداد ،3 شماره شانزدهم، دوره فيض، وهشيپژ –علمي نامهماه دو                                                           
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 هايسلول ماكروفاژها، ها،مونوسيت سطح برو  يافته تشكيل
 و هاسل ماست ،NK هايسلول ،T و B هايلنفوسيت دندرتيك،

 IL-27 روي بر اوليه مطالعات. ]8[ شودمي بارز الاندوتلي هايسلول
 هايسلول ايجاد اوليه مراحل در سيتوكين اين ه است كهداد نشان
Th1 هايسلول از Th ترتيب اين به كند؛مي ايفا را مهمي نقش بكر 
 گيرنده بروز باعث بكر، Th هايسلول بر تاثير با سيتوكين اين كه

IL‐12 هايولسل دهيپاسخ طريق، اين از و شده آنها سطح بر Th 
 اين بر تاثير با IL-12 ادامه، در. دهدمي افزايش IL-12 به را بكر

 اين با. ]9[ شودمي سبب Th1 هايسلول به را آنها تمايز ها،سلول
 يعني ،IL-27 عملكرد از ديگري جنبه به اخير مطالعات حال،

 در كه مطالعات اين اساس بر. دارند اشاره آن التهابي ضد خواص
 شده مشاهده اند،گرفته صورت التهابي خودايمن و عفوني هايمدل
 IL-27 گيرنده WSX-1 واحد زير فاقد كه هاييموش در است

 بسيار Th17 و Th1 هايسلول از ناشي التهابي ايهپاسخ باشند،مي
 منظور به گرانپژوهش امروزه .]9،10[ باشدمي زاآسيب و شديد
-راه كشف نيز و MS بيماري در دخيل هايمكانيسم هزمين در تحقيق

 بيماري عني يبيماري اين حيواني مدل از آن، براي درماني جديد هاي
 Experimental (EAE) تجربي خودايمن انسفالوميليت

autoimmune encephalomyelitis بيماري. گيرندمي بهره 
EAE موش در لينمي پپتيدهاي يا و هاپروتئين تزريق با توانمي را-

 .]11،12[ كرد القاء هاپريمات چنينهم و ي صحرائيها، موشها
 عامل نيز بيماري اين در شد، ذكر MS بيماري در كه آنچه مشابه
 با تنها كهطوريبه باشند؛مي Th17 هايسلول اصلي رسان آسيب
 EAE توانمي ،MOG پروتئين اختصاصي Th17 هايسلول انتقال

 كه اندداده نشان مطالعات. ]13[ نمود القاء گيرنده هايموش در را
 هايسلول گيريشكل سبب IL-6 و TGF-β زمانهم حضور
Th17 هايسلول از Th كهحالي در گردد؛مي موشي بكر IL-27 

-TGF درحضور Th17 هايسلول ايجاد از مؤثري طوربه تواندمي

β+IL-6 داده نشان مطالعات علاوه،هب. ]14[ آورد عملبه جلوگيري-

 با مقايسه در WSX-1 فاقد هايموش در EAE بيماري كه اند
 با امر اين  واست برخوردار بيشتري شدت از طبيعي، هايموش

 هاگزارش گونهاين. ]10[ است همراه Th17هايسلول تمايز افزايش
-WSX محور فعاليت كه باشندمي موضوع اين گرنشان حقيقت در

1/IL-27 هايسلول تمايز مهار با Th17، از بسياري ايجاد جلوي 
 كه است شده گزارش ،چنينهم. گيردمي را ايمن خود هايبيماري
 و مركزي عصبي سيستم در التهاب ايجاد از تواندمي IL-27 تجويز
 جلوگيري انسفاليتوژنيك Th17 هايسلول انتقال متعاقب EAE القاء
 اين ،IL-27 التهابي ضد خواص به توجه با. ]8[ آورد عملبه

 نسبي بهبودي يا و درمان در مناسب كانديدي تواندمي سيتوكين

 اين در تا شد گرفته تصميم دليل همينبه. باشد التهابي هايبيماري
 كاهش يا و سركوب جهت ،IL-27 كننده كد پلاسميد از تحقيق
 بر آن تاثير و شود گرفته بهره EAE مدل در التهابي هايپاسخ شدت

 در ايمونولوژيكي پارامترهاي از برخي چنينهم و بيماري وضعيت
  .شود بررسي مبتلا C57BL/6 نژاد هايموش

  
  هاروش و مواد

  آن تاييد و IL-27 كننده كد پلاسميد ساخت
: PubMed در دسترسي شماره (موشي mIL-27 ژن

NM_145636 (شركت از باز، جفت 1350 تقريبي طولبه 
invivogen پلاسميد در ژن اين سپس. شد خريداري P240 )شكل 

 بسيار پروموتر داشتن با P240 پلاسميد. شد كلونساب) 1 شماره
 مختلف شرايط در را ژن يك مداوم بروز انامك ،EF1-alpha قوي
 كد با پلاسميد اين ،چنينهم. سازدمي فراهم تنيدرون و تنيبرون
 آورد مي فراهم را امكان اين (GFP) سبز فلوئورسنس پروتئين كردن

 از استفاده با را ژن انتقال آساني به ها،سلول به ژن انتقال موارد در تا
 از. كرد رديابي فلورسانس كروسكوپمي يا و فلوسايتومتري تكنيك

 كلون ساب P240 پلاسميد در mIL-27 ژن مطالعه اين در رواين
 (R) برگشت و (F) رفت پرايمرهاي ابتدا كه ترتيب اين به. شد

 ترتيببه ،P240 پلاسميد در كلونينگساب منظوربه وشده  طراحي
 هك بازهايي( BamHI و XmaI هايآنزيم براي برش هايجايگاه

  :شد تعبيه آنها در) است شده كشيده خط آنها زير
  :F پرايمر توالي

 5’ ATTC^CCGGGGCCAACATGTCCAAGCTGC 3’  
  :R پرايمر توالي

 5’ATTG^GATCCAGCTTAGGAATCCCAGGCTG 3’  
 شدن باز شرايط با mIL-27 ژن پرايمرها، اين از استفاده با سپس
 با سيكل 35 و قيقه؛د 3 مدتبه گرادسانتي درجه 95 دماي در اوليه

 ثانيه، 30 مدتبه گرادسانتي درجه 95 دماي در شدن باز شرايط
 در گسترش و ثانيه 30 مدتبه گرادسانتي درجه 60 دماي در اتصال
 گسترش نهايت در و دقيقه؛ 2 مدتبه گرادسانتي درجه 72 دماي
 گيريبهره با دقيقه، 10 مدتبه گرادسانتي درجه 72 دماي در نهايي

 تمامي سپس. شد تكثير ميكروليتر 100 حجم در و PCR تكنيك از
 2 شكل (الكتروفورز درصد يك آگاروز ژل روي بر PCR محصول

 استخراج كيت از استفاده با mIL-27 ژن به مربوط باند و ،)الف
 در. شد تميز و) ب 2 شكل (جدا فرمنتاز شركت ژل از پلاسميد
 هايآنزيم از استفاده با P240 پلاسميد و mIL-27 ژن بعد، مرحله

XmaI و BamHI پيشنهادي پروتكل طبق بر و فرمنتاز شركت 
 از پس آنزيمي هضم از حاصل محصولات. شدند زده برش شركت
 آنزيم از استفاده با ،Bioneer شركت سازي تميز كيت با شدن تميز
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DNA ديگرهم با شركت پروتكل طبق بر و تاكارا شركت ليگاز 
 ترانسفورم DH5α سوش مستعد E. coli باكتري در سپس و ادغام،
 كلوني هايتكنيك از استفاده با گريغربال مراحل طي از پس. شدند
PCR حاصل نوتركيب پلاسميد آنزيمي، هضم و (P240-mIL27) 

 تاييد ،)تهران آوران، فن ژن شركت (توالي تعيين تكنيك از استفاده با
 پلاسميد از mIL‐27 ژن بيان از ناطمينا منظوربه ادامه در. شد نهايي

P240‐mIL27، فسفات كلسيم روش از استفاده با مذكور پلاسميد 
 از ساعت 72 گذشت از پس. شد ترانسفكت 293T هايسلول به

 انجام جهت 293T هايسلول رويي كشت محيط ترانسفكشن،
-mIL سنجش براي الايزا آزمايش. شد آوري جمع الايزا آزمايش

. شد انجام eBioscience شركت اختصاصي كيت از استفاده با 27
 با P240-mIL27 پلاسميد ها،موش در استفاده براي نهايت در

-به كياژن شركت EndoFree Plasmid Mega كيت از استفاده

  .شد تهيه اندوتوكسين از عاري صورتبه و زياد مقدار
  

  پلاسميد تزريق و هاموش در EAE بيماري القاي
 كار دستور اساس بر حيوانات روى بر كار مطالعه، اين در

 انجام مدرس تربيت دانشگاه پزشكي علوم دانشكده اخلاقي كميته
 پپتيد از ميكروگرم 200مقدار ،EAE بيماري القاي منظوربه. شد

MOG 35-55 شركت Alexis سيگما (فرويند كامل ادجوانت در(، 
) ايران تورپاس انستيتو( C57BL/6 نژاد ماده هايموش از هريك به
 ساعت 48 و 0 زماني فواصل در. شد تزريق پوستي زير صورتبه
 شركت پرتوزيس سم نانوگرم 500 مقدار ،MOG تزريق از بعد

Alexis شد تزريق هاموش از يك هر به صفاقي داخل صورتبه .
. شدند نگهداري كافي غذاي و آب با و استريل شرايط در هاموش
 تزريق از پس روز 14 تا 12 ودحد كه EAE علائم ظهور از پس

MOG به مبتلا هايموش ،افتاد اتفاق EAE نظر از كهطوريبه 
 تعداد به و باشند، يكسان وزن امكان حد تا و بيماري علايم ميانگين

 از يك هر به سپس. گرفتند قرار كنترل و آزمايش گروه دو در سر 10
 زمان زا 22 و 15 روزهاي (نوبت دو در آزمايش گروه هايموش
-P240 پلاسميد ميكروگرم 200 مقدار) MOG پپتيد تزريق

mIL27 سالين فسفات بافر ميكروليتر 100 حجم در (PBS) 

 P240 پلاسميد از مقدار همين كنترل گروه هايموش به و استريل،
 شدن، كشته زمان تا هاموش. شد تزريق عضلاني داخل صورتبه

 معيارهاي اساس بر و شده بررسي باليني علائم شدت نظر از روزانه
 هاگروه از هركدام براي نمره ميانگين و دهي نمره زير، استاندارد
: يك نمره باليني، علايم هرگونه فاقد: صفر نمره. ]15[ شد محاسبه
 اندام نسبي فلج يا و حسيبي: دو نمره ،)دم شدن شل (دم افتادن
 اندام كامل فلج: چهار نمره پشتي، اندام كامل فلج :سه نمره پشتي،

 ينآخر از پس هفته يك .حيوان مرگ: پنج نمرهو  جلويي، و پشتي
 و ايمونولوژي آزمايشات انجام منظوربه هاموش همه پلاسميد، تزريق

  .شدند كشته هيستوپاتولوژي
  

  IFN-γ و IL-17، IL-4 هايسيتوكين گيرياندازه
 ،IL-17 هـاي سـيتوكين  توليد ميزان گيرياندازه منظوربه

IL-4 و IFN-γ، و آزمـايش  گروه هايموش از كدام هر طحال ابتدا 
 طحالي هايسلول سوسپانسيون و ، شده جدا استريل رايطش در كنترل
 زنده هايسلول ميزان (طحالي سلول ميليون سه تعداد سپس. شد تهيه
 و آزمـايش  هـاي گـروه  هـاي موش از كدام هر از) درصد 95 بالاي
 در MOG پپتيـد  از ليتـر ميلـي  در ميكروگرم 50 مجاورت در كنترل
 هـاي چاهـك  در و ،FBS درصـد  10 حاوي RPMI-1640 محيط
 مـدت  از پـس . شد داده كشت ساعت 72 مدتبه اي خانه 24 پليت
 آزمايـشات  انجـام  جهـت  هاسلول رويي كشت محيط مذكور، زمان
 IL-17، IL-4 هـاي سيتوكين گيرياندازه براي. شد آوريجمع الايزا

 الايـزاي  هـاي كيـت  از هـا، سلول رويي كشت محيط در IFN-γ و
ــصاصي ــر اخت ــدام ه ــيت از ك ــاوكينس ــي (ه ــركت از همگ  ش

eBioscience( گيرنـده  بـادي آنتي ابتدا اختصار طوربه. شد استفاده 
(capture) به و كوتينگ بافر در شده ذكر هايسيتوكين از كدام هر-

-خانه 96 ميكروپليت هايچاهك داخل در يخچال، در شبانه صورت

 .شـد  اضافه بلاكينگ بافر ها،چاهك شستشوي از پس. شد كوت اي
 هـا سلول رويي كشت محيط كردن اضافه شستشو، شامل بعد مراحل

 بـادي آنتـي  كـردن  اضـافه  شستـشو،  اسـتاندارد،  هاينمونه كنار در
 HRP آنـزيم  كـردن  اضافه شستشو، بيوتين، با كونژوگه اختصاصي
 تترا سوبستراي كردن اضافه نهايت در و شستشو آويدين، با كونژوگه

 هـا چاهـك  از كدام هر جذب پايان، در. بود (TMB) بنزيدين متيل
 شـد  قرائت نانومتر 450 موج طول در اسپكتروفوتومتر دستگاه توسط

 بـا  هـا سـيتوكين  از كـدام  هر مقدار استاندارد، نمودار رسم از پس و
 ليتـر  ميلـي  در پيكـوگرم  بحسبر مربوطه، استاندارد نمودار به توجه

  .شد محاسبه
  

  MTT تست انجام
 موسـمان  توسـط  ميلادي 1980 دهه اوايل در MTT تست

(Mosman) نمك تبديل تست اين اساس. ]16[ شد ارائه MTT به 
ــ توســط رنــگ، ارغــواني فورمــازان بلورهــاي  سوكــسينات زيمآن
 محلـول  توسط كه باشدمي زنده هايسلول ميتوكندريايي دهيدروژناز

 هـر . آيـد مي در محلول صورتبه (DMSO) سولفوكسايد متيل دي
 شـده  ايجـاد  رنگ ميزان باشد، بيشتر تكثيرشان و ترفعال هاسلول چه

 هايموش طحالي هايسلول تكثير ميزان بررسي منظوربه. است بيشتر
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 ـگروه  ژنآنتـي  بـا  تحريـك  بـه  پاسـخ  در كنتـرل  و آزمـايش  ايه
 هزار صد تعداد منظور بدين. شد استفاده MTT تست از اختصاصي،

 از كدام هر از )درصد 95 بالاي زنده هايسلول ميزان( طحالي سلول
 96 ميكروپليـت  هايچاهك در كنترل و آزمايش هايگروه هايموش
 در MOG پپتيد از ليترميلي در ميكروگرم 50 مجاورت در و ايخانه
 سـاعت  72 مـدت به ،FBS درصد 10 حاوي RPMI-1640 محيط
 محلـول  از ميكروليتـر  20 مقـدار  مدت، اين از پس. شد داده كشت

MTT هـا چاهـك  از يـك  هـر  به ليترميلي در گرمميلي 5 غلظت با 
 قـرار  انكوبـاتور  داخـل  در ساعت 4 مدتبه ميكروپليت. شد اضافه
 1500 سـرعت  بـا  و دقيقه 5 مدتبه پليت مدت، ينا از پس. گرفت
 و شـد،  ريختـه  دور هاسلول رويي مايع. شد سانتريفوژ دقيقه در دور

 DMSO محلـول  از ميكروليتـر  200 در حاصـل  فورمازان بلورهاي

 دسـتگاه  توسـط  هـا چاهـك  از يـك  هـر  جذب نهايت در. شد حل
  .شد قرائت نانومتر 570 موج طول در اسپكتروفوتومتر

  
  هيستوپاتولوژي زمايشآ

 هالنفوسيت (ايمني هايسلول ارتشاح ميزان بررسي منظوربه
 هايگروه هايموش مغز ساقه مركزي، عصبي بافت به) ماكروفاژها و

 گرفتن قرار از پس وشده   جدا تيمار، دوره پايان در كنترل و آزمايش
 در. شـد  فرسـتاده  پـاتولوژي  هآزمايـشگا  بـه  درصد 10 فرمالين در
 بـه  ميكرومتري 10 برش پنج حداقل تهيه از پس پاتولوژي مايشگاهآز

 (H&E) ائـوزين -هماتوكـسيلين  آميزي رنگ مغزي، نمونه هر ازاي
 و هالنفوسيت (ايمني هايسلول ارتشاح نظر از هانمونه و ، شده انجام

 صـورت  تيمارهـاي  نوع نظر از كه پاتولوژيستي توسط ،)ماكروفاژها
  .گرفت قرار بررسي مورد بود، اطلاعبي كاملا گرفته

  
  آماري آناليزهاي

 16 نسخه SPSS افزارنرم وسيلهبه ها،داده تحليل و تجزيه
 صـورت  ويتنـي مـن  و مـستقل  t آماري هايآزمون از استفاده با و

 نظر در درصد 95 ها،داده داريمعني سطح موارد تمامي در. گرفت
  .شد گرفته

 
 قوي بسيار پروموتر داراي پلاسميد ناي. P240 پلاسميد -1 شماره شكل

EF1-alpha سبز فلورسانس پروتئين و بوده (GFP) كندمي بيان را.  

  نتايج
 بيماري نمره تعيين و EAE به مبتلا هايموش تيمار

 MOG 35-55 ژن آنتي تزريق از پس روز 14 تا 12 حدود
 از پس هاموش. شد ظاهر آنها در EAE بيماري علايم ها،موش به
 مواد قسمت در كهنحويبه كنترل و آزمايش گره دو در گرفتن رقرا
 و بررسي باليني علائم نظر از روزانه است، شده ذكر هاروش و

 گروه دو بيماري نمرات ميانگين نتايج. شدندمي گذارينمره
 طورهمان. است شده آورده 1 شماره نمودار در كنترل و آزمايش

 نمرات ميانگين زمان، گذشت با شود مي مشاهده نمودار اين در كه
 با مقايسه در ،P240-mIL27 با شده تيمار گروه در باليني علايم
 ).=01/0P (افت يداري معني كاهش كنترل گروه

  
  IFN-γ و IL-17، IL-4 هايسيتوكين گيرياندازه

 ذكر زماني موعد در شده تيمار هايموش كشتن از پس
 از طحالي هايسلول ونسوسپانسي ها،روش و مواد قسمت در شده
 اينكه از پس. شد تهيه كنترل و آزمايش گروه هايموش از كدام هر

 تحريك اختصاصي ژنآنتي با تنيبرون شرايط در طحالي هايسلول
 IL-17 هايسيتوكين گيرياندازه منظوربه الايزا آزمايش شدند،

 و) Th1 هايسلول نمايندهTh17(، IFN-γ ) هايسلول نماينده(
IL-4 )هايسلول نماينده Th2(، رويي كشت محيط روي بر 
 2 شماره نمودار در كه طورهمان. شد انجام طحالي هايسلول

 با شده تيمار هايموش طحالي هايسلول ،شودمي مشاهده
 با شده تيمار هايموش با مقايسه در P240-mIL27 پلاسميد
P240 هايسيتوكين از كمتري مقدار IL-17 )10±121 وگرمپيك 

 IFN-γ و) ليترميلي در پيكوگرم 437±19 مقابل در ليترميلي در
 در پيكوگرم 131±18 مقابل در ليترميلي در پيكوگرم 5/11±41(

 توليد ميزان كهحالي در ،)=001/0P( كردندمي توليد را) ليتر ميلي
IL-4 در پيكوگرم 119±5/8( بود كنترل گروه از بيشتر آنها در 
-به .)=001/0P() ليترميلي در پيكوگرم 28±4 ابلمق در ليترميلي

-P240 پلاسميد با EAE به مبتلا هايموش تيمار ،ديگر عبارت

mIL27 التهابي هايپاسخ شدت از Th1 و Th17 در و كاسته 
 Th2 التهابي ضد هايپاسخ سمت به را ايمني هايپاسخ عوض
  . است داده سوق

  
  اختصاصي ژن آنتي با يكتحر به پاسخ در طحالي هايسلول تكثير

-موش طحالي هايسلول تكثير ميزان بررسي منظوربه

 ژنآنتي با تحريك به پاسخ در كنترل و آزمايش هايگروه هاي
 تست از حاصل نتايج. شد استفاده MTT تست از اختصاصي،

MTT تيمار هايموش طحالي هايسلول تكثير ميزان كه داد نشان 
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 ژنآنتي با تحريك برابر در ،P240-mIL27 پلاسميد با شده
MOG، هايموش طحالي هايسلول تكثيري پاسخ نصف از كمتر 
 گروه هايموش طحالي هايسلول ،ديگر عبارتبه. بود كنترل گروه

 آزمايش، گروه هايموش طحالي هايسلول برابر دو حدود كنترل،
 جذب ميزان. يافتند تكثير اختصاصي ژنآنتي با تحريك به پاسخ در

 در MTT تست از حاصل كنترل، و آزمايش هايگروه نوري
  .است شده داده نشان 3 شماره نمودار

  
  هيستوپاتولوژي آزمايشات

 و ميكرومتري 10 هايبرش تهيه و سازي آماده از پس
 ايمني هايسلول ارتشاح ميزان ائوزين،-هماتوكسيلين آميزيرنگ

 هايگروه ايهموش عصبي بافت در) ماكروفاژها و هالنفوسيت(
 =0 (كمي نيمه صورتبه پاتولوژيست توسط كنترل، و آزمايش
 ارتشاح =3 و متوسط ارتشاح =2 كم، ارتشاح =1 ارتشاح، بدون
 مقايسه ويتنيمن آماري آزمون از استفاده با وشده  گزارش) زياد
 ميزان آزمايش، گروه هايموش در كه داد نشان حاصله نتايج. شد

 گروه از كمتر مراتببه عصبي، بافت به منياي هايسلول ارتشاح
 در ايمني هايسلول از زيادي جمعيت كهحالي در بود؛ كنترل
 كنترل گروه هايموش عصبي بافت پارانشيم حتي و عروق اطراف
 اين و) 4 شماره نمودار و 3 شماره شكل (بود مشاهده قابل

 داشت قرار داريمعني سطح در آماري نظر از ارتشاح اختلاف
)05/0P=.(  

  

 
 و mIL-27 ژن PCR محصول الكتروفورز -2 شماره شكل
 مناسب پرايمرهاي طراحي از پس mIL-27 ژن. ژل از آن استخراج
 درصد يك آگاروز ژل در PCR محصول كل: الف. شد تكثير

 ژل از mIL-27 ژن به مربوط باند: ب سپس و شد؛ الكتروفورز
  .شد استخراج

 

 
 تيمار شده EAEهاي در موشن نمرات بيماري  ميانگي- 1نمودار شماره 

در مقايسه با گروه ). كنترل ( P240و )آزمايش ( P240-mIL27با 
، منجر به P240-mIL27هاي گروه آزمايش تيمار با كنترل، در موش

  .)ويتني آزمون آماري من=01/0P( شد EAEكاهش شدت علايم 
  

 
-هاي طحالي موش سلولهاي توليدي از مقدار سيتوكين- 2نمودار شماره 

ژن ، متعاقب تحريك با آنتيP240 و P240-mIL27هاي تيمار شده با 
 تيمار EAEهاي هاي طحالي موشسلول. اختصاصي در شرايط برون تني

- كمتري در مقايسه با موشIL-17 و P240-mIL27 ،IFN-γشده با 

در كه اين وضعيت  توليد كردند؛ در حاليP240 تيمار شده با EAEهاي 
انحراف ±صورت ميانگيننتايج به.  حالت معكوس داشتIL-4مورد 

  ). مستقلtآزمون آماري  =001/0P(. معيار نمايش داده شده است
 

 
-P240) در دو گروه آزمايشMTT نتايج تست -3نمودار شماره 

mIL27)  و كنترل (P240) .هاي طحالي گروه آزمايش در سلول
 .صي، كمتر تكثير يافتندپاسخ به تحريك با آنتي ژن اختصا
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هاي ايمني به بافت عصبي  وضعيت ارتشاح سلول-3شكل شماره 
 EAEهاي هاي ساقه مغز موشنمونه. EAEهاي مركزي موش

 پس از رنگ (P240) و كنترل (P240-mIL27)هاي آزمايش گروه
- از نظر ميزان ارتشاح سلول(H&E)ائوزين -آميزي با هماتوكسيلين

. مورد بررسي قرار گرفتند) ها و ماكروفاژهافوسيتلن(هاي ايمني 
هاي ايمني را در ناحيه اطراف عروق و ها، وضعيت ارتشاح سلولفلش

  . برابر400نمايي بزرگ. دهندپارانشيم نشان مي
  

 
-گزارش نيمه كمي از ميزان ارتشاح سلولي در نمونه  -4نمودار شماره 

 P240-mIL27ار شده با هاي تيمهاي تهيه شده از بافت عصبي موش
 ارتشاح، بدون=0. ائوزين-، پس از رنگ آميزي با هماتوكسيلينP240و 

  زياد ارتشاح= 3 و متوسط ارتشاح= 2 كم، ارتشاح= 1
  

  بحث
 آن، حيواني مدل و MS بيماري مشخصه بارزترين

EAE، پاسخ اين اثر بر. باشدمي مركزي عصبي سيستم در التهاب -

 عصبي هدايت نتيجه در و رفته بين از نميلي غلاف التهابي، هاي
 نقايص عصبي هدايت در اختلال. شودمي اختلال دچار

 به توانمي جمله آن از كه شودمي باعث را مختلفي نورولوژيكي
 نقايص و رفتن راه مشكلات خستگي، حسي، و بينايي اختلالات
 رايج هايدرمان اكثر امروزه ،رواين از. ]17[ كرد اشاره شناختي

 عنوانبه. استوارند التهابي هايپاسخ سركوب پايه بر ،MS براي
 به مبتلايان درمان در استفاده مورد (IFN-β) بتا اينترفرون ،مثال
MS، التهابي هايپاسخ سركوب طريق از را خويش سودمند اثرات 
 بر MHCII بروز مهار باعث كه صورت اين به. نمايدمي اعمال
 تقليل و IFN-γ ترشح مهار ژن،آنتي كنندهعرضه هايسلول سطح

 شودمي IL-2 توليد از جلوگيري طريق از T هايسلول فعاليت

 IL-27 التهابي ضد سيتوكين از استفاده تاثير مطالعه، اين در. ]18[
 بررسي EAE مدل در رسان آسيب ايمني هايپاسخ سركوب در

 پلاسميد كه داد نشان مطالعه اين از حاصل نتايج. است شده
P240‐mIL27 التهابي هايپاسخ توانست ايملاحظه قابل طوربه 

 كاهش آن، دليل هك نمايد سركوب را Th1 هايسلول از ناشي
 از شده توليد اصلي سيتوكين عنوانبه( IFN-γ توليد توجه قابل
 شده تيمار EAE هايموش طحالي هايسلول از) Th1 هايسلول

 IFN-γ توليد با Th1 التهابي هايسلول. باشدمي پلاسميد اين با
 واقع در. دارند دخالت EAE و MS بيماري ايمونوپاتوژنز در

IFN-γ هايسلول زا توليدي Th1 مولكول بروز دادن افزايش با-

 خوني سد اندوتليال هايسلول روي بر لكوسيتي چسبان هاي
 اين ،چنينهم. ]19[ دهندمي افزايش را سد اين نفوذپذيري مغزي،

 بر MHCII و MHCI هايمولكول بروز دادن افزايش با سيتوكين
-واكنش افزايش سبب ها،اليگودندروسيت و هاآستروسيت سطح

 اين مرگ احتمالا و شده ايمني هايسلول با هاسلول اين پذيري
 و ماكروفاژها اينكه ،علاوههب. ]20[ شوندمي باعث را هاسلول

 بيماري در IFN-γ يافته افزايش سطح تاثير تحت نيز ميكروگلياها
MS و EAE، 21[ كنندمي مشاركت ميلين غلاف تخريب در[ .

 و آپوپتوزيس القاء با طور مستقيمبه تواندمي IFN-γ اينكه بالاخره
-اليگودندروسيت مرگ) سلول بلوغ وضعيت به بسته (نكروزيس يا

 از ناشي التهابي هايپاسخ كاهش ،بنابراين. ]22[ شود باعث را ها
 در P240-mIL27 پلاسميد تزريق دنبالبه كه ،Th1 هايسلول
 هايعلت از يكي تواندمي شد، مشاهده آزمايش گروه هايموش
 IL-27 مهاري تاثير. باشد EAE بيماري در IL-27 بخشي التيام
 اول نگاه در شايد شد، مشاهده ما مطالعه در كه Th1 هايسلول بر

 كننده القا سيتوكين يك را سيتوكين اين كه باشد عقيده اين مخالف
 با توافق در ما يافته اين حال، اين با ؛]9[ داندمي Th1 هايسلول
 ايمونوساپرسيو اثرات روي بر كه باشدمي محققيني ديگر هاييافته

IL-27 مثال عنوانبه. اندكرده مطالعه Fitzgerald در همكاران و 
 در انسفاليتوژنيك T هايسلول تيمار كه اندداده نشان تحقيقي
 آنها از IFN-γ يدتول كاهش سبب ،IL-27 با آزمايشگاه محيط
-IL تاثير كه است شده گزارش ديگري مطالعه در. ]23[ شودمي

-سلول اين كه دارد اين به بستگي +TCD4 هايسلول روي بر 27

 صورت اين به باشند؛ داشته قرار فعاليت نظر از وضعيتي چه در ها
 كه ي+TCD4 هايسلول از سيتوكين توليد بر تاثيري IL-27 كه
 كهحالي در رد؛ندا دارند، قرار خود شدن فعال مرحله ابتداي در

 ي+TCD4 هايسلول از را IL-17 و IFN-γ هايسيتوكين توليد
-اين از. ]24[ كندمي سركوب باشند،مي خويش فعاليت اوج در كه

 به توجه با ما مطالعه در كه كرد گيرينتيجه چنين توانمي ،رو
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 در فعالانه و داشته قرار خود فعاليت اوج در Th1 هايسلول اينكه
 ايمونوساپرسيو تاثرا هدف اند،داشته مشاركت EAE علايم ايجاد

IL-27 توليد ميزان دليل همينبه و گرفته، قرار تزريقي IFN-γ از 
‐P240 پلاسميد كنندهدريافت هايموش طحالي هايسلول

mIL27، توليد ميزان از كمتر مراتببه IFN-γ هايسلول از 
 ،Th1 هايسلول كنار در. باشدمي كنترل گروه هايموش طحالي
 هايبيماري ايمونوپاتوژنز در اصلي زيگرانبا از Th17 هايسلول
MS و EAE هايسلول كه اندداده نشان مطالعات. باشندمي T 

)CD4+ يا CD8+ (كنندهتوليد IL-17 و فعال مرحله دو هر در 
 زيادي شمار اين، بر علاوه. ]25[ دارند حضور MS بيماري مزمن

 هاينداما در توانمي را گرواكنش خود Th17 هايسلول از
 كرد؛ مشاهده EAE باليني علائم شروع از قبل محيطي، لنفاوي
 بافت در هاسلول اين از زيادي جمعيت حاد EAE در آنكه حال

 ار آنها چه اگر علايم بهبودي با و داشته، حضور مركزي عصبي
 در چنانهم ولي كرد، مشاهده مركزي عصبي بافت در تواننمي
 حاضر حال در ،چنينهم. ]26[ شوند مي يافت محيطي هاياندام

 بخشي التيام اثرات از بخشي حداقل كه است شده مشخص
 هايسلول مهار خاطربه MS درمان در استفاده مورد داروهاي

Th17 علل از ديگر يكي ما، مطالعه در رواين از. ]27،28[ باشدمي 
‐P240 پلاسميد با شده تيمار هايموش در EAE علايم بهبود

mIL27، كنندگي سركوب اثر خاطربه تواندمي IL-27 سلول بر-

 گروه هايموش طحالي هايسلول كه آنجا باشد، Th17 هاي
 محيط در MOG پروتئين با مجدد تحريك به پاسخ در آزمايش،

 كنترل، گروه هايموش طحالي هايسلول با مقايسه در آزمايشگاه،
IL-17 مطالعاتي در نيز ديگر محققين. اندكرده توليد كمتري 
 Th17 هايسلول بر را IL-27 كنندگيسركوب اثر همين مشابه،
 و MS در IL-27 بخش التيام اثرات عامل را آن و كرده، گزارش
EAE مثال عنوانبه. انددانسته Sweeney گزارش همكاران و 
 از EAE هايموش به (IFN-β) بتا اينترفرون تجويز كه اندكرده
 در IL-17 ميزان كاهش باعث IL-27 ميزان دادن افزايش طريق
 مشاهده آنها اينكه علاوههب. است شده EAE علايم بهبود و آنها،

 درمان به كه يMS به مبتلا بيماران محيطي خون هايسلول كردند
 محيطي خون هايسلول با مقايسه در دهند،نمي پاسخ IFN-β با

 در دهند،مي جواب خوبيبه اينترفرون اين با درمان به كه بيماراني
 توليد كمتري IFN-β، IL-27 با تيمار برابر در و آزمايشگاه محيط
 IFN-β انيدرم اثرات محققين اين ديگر، عبارتبه. ]29[ كنندمي
 اين به پاسخ در شده القا IL-27 به مربوط ،MS بيماران در را

 IL-27 پوستي زير تزريق ديگري، مطالعه در. دانندمي اينترفرون

 در را Th17 هايسلول جمعيت توانست روز، 7 مدتبه نوتركيب

 ايمني هايسلول ميزان از چنينهم و داده، كاهش EAE مدل
 نيز ما تحقيق در. ]23[ بكاهد هاموش صبيع بافت به يافته ارتشاح
 هايموش عصبي بافت در كهطوريبه ؛شد مشاهده نتايج همين

 هايسلول ارتشاح ميزان ،P240‐mIL27 ميدپلاس كنندهدريافت
 آنكه حال. بود كنترل گروه از كمتر ايملاحظه قابل طوربه ايمني

 كنترل، گروه هايموش عصبي بافت از شده تهيه هاينمونه در
 در هم و عروق اطراف در هم ايمني هايسلول شديد ارتشاح
 توانمي صهخلا طوربه). 3 شماره شكل (بود مشاهده قابل پارانشيم

 الگوي است توانسته موثري طوربه IL-27 ما تحقيق در كه گفت
 التهابي هايپاسخ از ،EAE هايموش در را ايمني هايپاسخ كلي

Th1 و Th17 التهابي ضد هايپاسخ سمت به Th2 دهد؛ سوق 
 حالت يك عنوانبه آن از نيز ديگر مطالعات در كه وضعيتي
 يكي. ]30،31[ است شده كرذ EAE بيماري بهبود در مطلوب
 طحالي هايسلول كم تكثير ما، مطالعه در توجه قابل نتايج از ديگر
 در ،P240‐mIL27 پلاسميد با شده تيمار EAE هايموش

. باشدمي آزمايشگاه محيط در اختصاصي ژنآنتي با مجدد مواجهه
 تولرانس نوعي گربيان تواندمي MTT تست نتايج واقع، در

 آزمايش گروه هايموش طحالي هايسلول در شده القاء محيطي
 باعث است توانسته P240-mIL27 پلاسميد كه معني بدين. باشد
 هاسلول اين كهنحويبه شود، طحالي هايسلول در تولرانس ايجاد
 كمتر بسيار ،MOG اختصاصي ژنآنتي با مجدد تحريك برابر در
 نوع اين. يابند تكثير كنترل گروه هايموش طحالي هايسلول از

 هايسلول تزريق متعاقب طحالي، هايسلول در تولرانس حالت
. ]32[ است شده گزارش نيز EAE هايموش به مزانشيمال بنيادي
-به احتمالا آيا و چيست؟ محيطي تولرانس اين علت دقيقا اينكه

 باشد،مي (Treg) تنظيمي T هايسلول جمعيت افزايش خاطر
-به رواين از. بود خواهد ما آينده تحقيق موضوع كه است سوالي

 مدل در IL-27 درماني هايمكانيسم بيشتر چه هر شناخت منظور
 روي بر سيتوكين اين تاثير با رابطه در مطالعاتي ،MS حيواني
 ميلين و گليال هايسلول جمعيت تنظيمي، يT هايسلول جمعيت
  .شودمي پيشنهاد مجدد سازي

  
  گيرينتيجه

 دهـد مي نشان مطالعه اين از حاصل نتايج خلاصه، طوربه
 ايمنـي،  هايسلول در تولرانس ايجاد طريق از تواندمي IL-27 كه

 سـوق  ،Th17 و Th1 هـاي سلول از ناشي التهابي هايپاسخ مهار
 نيـز  و ،Th2 التهابي ضد هايپاسخ سمت به ايمني هايپاسخ دادن

 در عـصبي،  بافـت  بـه  ايمنـي  هـاي سلول ارتشاح روند از كاستن
 از. باشـد  مـوثر  C57BL/6 هـاي موش در EAE بيماري بهبودي
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 كانديـداي  توانندمي احتمالا آن، هايآگونيست يا و IL-27 رواين
  .باشند MS نظير التهابي هايبيماري درمان در مناسبي

  
  قدرداني و تشكر

تخصـصي  دكتـري  رسـاله  از بخشي قالب در مطالعه اين

 گرفته انجام مدرس تربيت دانشگاه مالي حمايت با و ايمونولوژي 
 قـدرداني  و تـشكر  مراتـب  وسيلهبدين مقاله اين دگاننويسن. است

 ايـن  مختلـف  هـاي بخش هايمساعدت و هاحمايت از را خويش
   .دارندمي ابراز اند،نموده ياري تحقيق اين انجام در را ما كه دانشگاه
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