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مقدمه
یکی ) Multiple sclerosisمالتیپل اسکلروزیس (

هاي اتوایمن در سنین جـوانی ترین بیمارياز شایع
زدایی، آسـیب آکسـونی و دژنـره    که با میلیناست

داراي ایـن بیمـاري   . )1(شدن نورونی همراه است
شـیوع آن  و ها استرتوزیع ناهمگنی در میان کشو

جغرافیایی شـمال یـا جنـوب خـط اسـتوا      با عرض 
هـزار  400نزدیک بـه  کهطوريبه، یابدمیافزایش 
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در) S-HETE-15(آنتیمتابولو1-ژنازیپواکسیل-15میآنزژنانیبزانیمیبررس
سرميدیپیللیپروفاباآنارتباطوسیاسکلروزپلیمالتبهمبتلامارانیب

چکیده
کـه بسـیاري از جوانـب ایـن بیمـاري هنـوز       اسـت یجـوان نیدر سني التهابی خودایمنهايماریبنیترعیاز شالروزیس اسکپلیمالتيماریب:هدفوزمینه

تولیـد کننـده محصـولات پراکسـیدي لیپیـدي و تنظـیم کننـده التهـاب و         لیپواکسـیژناز ( -15ناشناخته است. هدف مطالعه حاضر بررسی بیان و فعالیت آنزیم 
و بررسی ارتباط آن با پروفایـل لیپیـدي افـراد    افراد سالمخون محیطی بیماران مبتلا به مالیپل اسکلروزیس و ايهاي تک هستهسلولهاي ایمنی) در واکنش

است.
نفـر سـالم بـه عنـوان     23تهـران و  روزگریفمارستانیمراجعه کننده به بسیاسکلروزپلیمبتلا به مالتماریب30، شاهدي–يمطالعه موردنیادر : کارروش

زانی ـمنیـی استفاده شد و جهت تعcDNAو ساختmRNAافراد جهت استخراجیطیخون محايهاي تک هستهسلولگروه کنترل شرکت داشتند. از 
تی ـمتابولزانی ـمچنـین هم.گردیـد بررسـی ΔΔCTآنالیز نتایج با استفاده از متد.استفاده شدنیبرگریساهیپابرReal Time PCRاز روشژن انیب

High)بـا فشـار بـالا   عیمـا یکرومـاتوگراف هـاي  کی ـتکنتوسـط در سـرم افـراد  (S-HETE-15)ژنازیپواکس ـیل-15یمیآنز Pressure Liquid

Chromatography-HPLC) نرم افزار5نسخه لهیبه وسيآمارزیآنالدر نهایت.قرار گرفتیابیارزموردGraph Pad Prism تسـت آمـاري   و
T-Testیدگرداستفاده.
اي جدا شده از خون محیطی افراد مبتلا به مالتیپل اسکلروزیس و افـراد سـالم   هاي تک هستهدر سلول1-ژنازیپواکسیل15بررسی میزان بیان ژن : هایافته

15دهـد. همچنـین میـزان فعالیـت آنـزیم      داري را در مقایسـه بـا افـراد سـالم نشـان مـی      هاي بیمار افزایش معنینشان داد که میزان بیان این ژن در نمونه
گیري میزان متابولیت آن در سرم بیماران و افراد سالم بررسی گردیده است نشان داد که فعالیـت آنـریم در سـرم بیمـاران     ندازهکه از طریق ا1-ژنازیپواکسیل

، تري گلیسیرید دهد که در افراد مبتلا به مالتیپل اسکلروزیس که سطح کلسترول). همچنین نتایج مطالعه حاضر نشان می>05/0p(بیشتر از افراد سالم است
داري را نسبت به افراد بیمـار  افزایش معنی(S-HETE-15)و متابولیت آن 1-ژنازیپواکسیل15بالاتر از محدوده نرمال دارند، میزان بیان آنزیم LDLو 

دهد.با پروفیل لیپیدي نرمال نشان می
موثر باشـد و  سیاسکروزپلیمالتدر بیماري زاییممکن است 1–ژنازیپواکسیل15دهد که مسیر آنزیمی نشان میقیتحقنیحاصل از اجینتا: گیرينتیجه

تواند به عنوان مسیر احتمالی موثر در کنترل بیماري مورد توجـه و بررسـی   هاي بیماران و افراد سالم میدار سطح آنزیم فوق در نمونهبا توجه به اختلاف معنی
است در این مطالعه نیز ارتباط مستقیمی سیاسکروزپلیمالتز علل خطر و تاثیر گذار در بیماریزایی بیشتر قرار گیرد. از آنجا که افزایش سطح پروفیل لیپیدي ا

متابولیسـم  هاي مرتبط بـا  مسیربه نقش مهم که بالاتر مشاهده گردید LDL، تري گلیسیرید و بین سطح وفعالیت بیشتر آنزیم در بیماران با سطح کلسترول
تاکید دارد.سیاسکروزپلیمالتچربی در 

لیپواکسیژناز، مالتیپل اسکلروزیس-15، بیان ژن، آنزیم HPLCالتهاب، ا:هواژهکلید

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

15/8/96تاریخ پذیرش: 10/4/96تاریخ دریافت: 
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در سراسـر  نفـر میلیـون  5/2نفر از مردم آمریکا و 
شـیوع  .باشـند جهان بـه ایـن بیمـاري مبـتلا مـی     

طـور بـه در طی قرن گذشـته  مالتیپل اسکلروزیس
در پیوسته افـزایش داشـته و ایـن افـزایش عمـدتاً     

اطلاعـات کنـونی   . )3و2(دیده شده استهاخانم
بیمـاري  مالتیپـل اسـکلروزیس  کـه  دارنـد میبیان 

ــده ــی و   ايپیچی ــل ژنتیک ــوع عوام ــت و مجم اس
لیپواکسیژنازها. )4(ایجاد آن اثرگذارندمحیطی در 

)Lipoxygenase(ــانواده ــزیماز ايخ ــايآن دي ه
که قـادر  باشندمیداراي آهن (غیر همی) اکسیژناز

چرب اسیدهايداخل هستند ملکول اکسیژن را به 
و نمـوده وارد ) PUFA(غیراشـباع آزاد یا اسـتري   

فعال هیدروپراکسی را تولید نماینـد.  هايمتابولیت
بر اسـاس قابلیـت وارد کـردن اکسـیژن در ناحیـه      
ــواع    ــه انـ ــرب بـ ــید چـ ــره اسـ ــی از زنجیـ خاصـ

تقســـیم 15و 12، 8، 5لیپواکســـیژنازهاي نـــوع 
ــی ــوندم ــن   ش ــاي ای ــین اعض ــانواده . از ب -15خ

، باشـند مـی که موضوع این تحقیق لیپواکسیژنازها
2و نوع 1لیپواکسیژناز نوع -15خانواده به دو زیر 

ــیون    ــا اکسیداس ــزیم ب ــر دو آن ــده و ه ــیم ش تقس
کننـد میتولید S-HETE-15آراشیدونیک اسید، 

است که بـا  1لیپواکسیژناز نوع -15اما فقط آنزیم 
ــیون  ــید  اکسیداس ــک اس ــب لینولئی -S-13ترکی

HODE ــد ــیرا تولی ــدم ــزیمکن ــن آن ــا . ای ر ده
هـاي قرمـز،   گلبـول ازجملـه مختلفـی  هـاي سلول

اپی تلیال مجاري هـوایی،  هايسلولها، ائوزینوفیل
، ماکروفاژهـاي مجـاري   ايچندهستههاي لکوسیت
و هـا آدیپوسیتاندوتلیال عروقی،هايسلولهوایی، 
. شـوند مـی مردانه و زنانه بیـان  تولیدمثلیسیستم 

از اسیدهاي دهندمیلیپواکسیژنازها ترجیح عموماً
امـا  سوبسـترا اسـتفاده نماینـد    عنوانبهچرب آزاد 

ــی ــدتوام ــهنن ــده در   ب ــتري ش ــرب اس ــید چ اس
فسفولیپیدهاي غشا و اسیدهاي چـرب موجـود در   

ایکوزانوئیـدهاي  اثـر گذاشـته و   کلسترول اسـترها 
(فسفاتیدیل کولین / فسـفایدیل اتـانول   مانند استر

ســازيپــاكدر کننــد کــهتولیــد ) HETE–آمــین
 ـالتهاب نقـش دار  لیپیـدي  هـاي واسـطه .)6و5(دن

هـا و  هـا، لیپوکسـین  شامل لکوترینلیپواکسیژنازها 
هاي مختلف محصولات اکسیدي فسـفولیپیدها  فرم

ضـد التهـابی، تنظـیم    هاينقش مهمی در فرآینـد 

). 6-10(دن ـکنایفا میکننده فاگوسیتوز و اتوفاژي 
عملکـرد  دهنـده نشـان اکثر شـواهد  1990تا سال 

لیپواکسـیژناز  -15پیش التهابی محصـولات آنـزیم   
ضد هايفعالیتاز مطالعات بعدي شواهدياما بود 

نمـود محصولات لیپواکسـیژناز هـا را ارایـه   التهابی
-15شامل لیپواکسیژناز-15محصولات آنزیم . )8(

S-HETE ،13-S-HODE لیپوکســـــین هـــــا و ،
فسفولیپیدهاي اکسید شده اثرات ضد التهابی خود 

و سطح غشا اعمال ايهستههايگیرندهتوسط را 
هـا آنهايمتابولیتبسیاري از چنین. همکنندمی

باعث فراخوانی مونوسیت ها و ماکروفاژها شده کـه  
قـش  آپـاپتوزي ن هـاي سـلول اجساد سازيپاكدر 
ــدار ــت   )11(دنـ ــاب فعالیـ ــی التهـ -15. در طـ

ممکن است تغییـر کنـد و بـا تولیـد     لیپواکسیژناز
شـامل کلسـترول   لیپیديمحصولات اکسید شده 
عملکــرد پــیش HETE-12اســتر اکســید شــده و 

التهابی داشته باشد. بسته به نوع سـلول و بافـت و   
همچنین تغییرات رژیـم غـذایی طیـف وسـیعی از     

. )12و10(ممکن است تولید شودها سوبسترا 
کـه  کننـد مـی بیـان  از مطالعاتاگرچه بسیاري

هــايبیمــاريدر پــاتوزنز لیپواکســیژناز-15آنــزیم 
التهابی، متابولیک و ویروسی نقـش دارد امـا هنـوز    

خصـوص بهفعالیت این آنزیم هايجنبهبسیاري از 
نورولوژیکی مانند بیماري مالتیپـل  هايبیماريدر 

مطالعــه متســون و اســکلروزیس ناشــناخته اســت. 
ــال  ــارانش در س ــطح دو نشــان داد2009همک س

بیماران CSFدر S-HETE-15و PGE2متابولیت 
افزایش گروه کنترلمالتیپل اسکلروزیس نسبت به

در پـراس و همکـارانش  داشته است و همین طـور  
لیپیدي را هايواسطه، 2013در سال مطالعه خود
کردندگیرياندازهمالتیپل اسکلروزیس در بیماران 

کـه بـه   PGE2و S-HETE-15گرفتنـد  و نتیجـه  
ــب ــولات ترتی ــزیممحص ــايآن ــیژناز و ه لیپواکس

یش بیمـاران افـزا  CSFدر هسـتند سیکلواکسیژناز 
در فوم لیپواکسیژناز-15آنزیم . )13و7(یافته است

آترواسکلروزي بیـان  هايپلاكموجود در هايسل
و تولیــد LDLو در اکسیداســیون ذرات شــودمــی

و ایجاد التهاب عروقی و التهابی-لیپیديمحصولات 
ــی دارد   ــش مهم ــکلروزي نق ــلاك آترواس . )12(پ

ــزیم   ــط آنـ ــدي توسـ ــیون لیپیـ -15پراکسیداسـ
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لیپواکسیژناز باعث القاي استرس اکسیداتیو و تولید 
رادیکال آزاد شده که در پـاتوزنز بیمـاري مالتیپـل    

رادیکــال آزاد  . اســکلروزیس نقــش مهمــی دارد  
اکسیژن و نیتروژن باعث  ایجـاد التهـاب، شکسـته    

مغـزي، دژنـره شـدن میلـین و     -دن سد خـونی ش
ــام    ــدایت پی ــا و اخــتلال در ه الیگودندروســیت ه

-15مسـیر   اخیـراً . )15و14(شـود مـی آکسونی 
یک مکانیسم مولکولی جدید عنوانبهلیپواکسیژناز 

ــؤثر ــاب م ــه اســت.  موردتوجــهدر الته ــرار گرفت ق
ــزیم    ــش آن ــاچیزي از  نق ــیار ن ــات بس -15اطلاع

التهـابی در  هـاي بیمـاري لیپواکسیژناز در پـاتوژنز  
بیمـاري اهمیـت وحساسیتدلیله ب.دست است

وقـوع علـل بهبردنپی،لزوممالتیپل اسکلروزیس 
مناسـب هـدف ملکـول پیداکردنونیزبیمارياین

ازگروهـاي بسـیاري ذهـن بیمـاري، کنتـرل جهت
بـراین  . اسـت شدهبیمارياینمعطوفتحقیقاتی

-15اســـاس در تحقیـــق حاضـــر نقـــش آنـــزیم 
مالتیپـــل لیپواکســیژناز در بیمــاران مبــتلا بــه    

ارتبـاط آن بـا سـطح    افـراد سـالم و   و اسکلروزیس
بیماران LDLو گلیسیرید و کلسترولسرمی تري 

.قرار گرفتبررسیمورد 

کارروش
، شـاهدي –يمطالعه موردنیادر گیري:نمونه

(از نوع سیاسکلروزپلیمبتلا به مالتماریبفرد 30
RRMS(  روزگـر یفمارسـتان یمراجعه کننـده بـه ب

ســالم بـه عنــوان گــروه کنتــرل  فــرد23تهـران و  
براساس . بیماري افراد مورد مطالعه شرکت داشتند

پتانسـیل  ،MRI(شواهد کلینیکـی و پـاراکلینیکی   
مغـز و اعصـاب   متخصـص توسـط  )فراخواندههاي

تایید شد. بیمـاران و افـراد کنتـرل از نظـر سـن و      
میـزان نـاتوانی   ). 1جدول جنس مطابقت داشتند (

ارزیـابی شـد   EDSSبیماران با استفاده از مقیـاس  
از مطالعه حـذف  6بالاي EDSSو بیماران با )16(

از هر دو گروه بیمار و کنترل رضـایت نامـه   شدند. 
در این پـژوهش  هاآندر خصوص استفاده از نتایج 
خون از میلی لیتر 10به صورت کتبی دریافت شد.

ــاران و  ــد  بیم ــري ش ــه گی ــالم نمون ــراد س در و اف
منظور ه بهاي زرد رنگ (فاقد ماده ضد انعقاد) ویال

ویال سـبز رنـگ (داراي مـاده    در و جداسازي سرم 

تـک  هـاي سـلول منظور جداسـازي  ه بضد انعقاد) 
.تقسیم شدخون محیطیايهسته

اي خـون  هاي تک هسـته جداسازي سلول
هـاي خـون هپارینـه    نمونـه :محیطی از خون تام

، PBSضمن رقیق سازي به نسبت یک به یـک بـا  
میلـی لیتـر محلـول    3رامی بـه  باپیپت پاستور به آ

که با فـایکول مخلـوط   طوریبهفایکول اضافه گردید 
تـک  هـاي سـلول نگردد. پـس از سـانتریفوژ، لایـه    

آرامـی  بـه لایه فایکول و پلاسـما، نیماب،ايهسته
. نمونه حاصل پـس  گردیدتوسط پیپت جمع آوري 

، بـراي انجـام مراحـل    PBSاز شستشو بـا محلـول   
گـراد نگهـداري   درجه سـانتی 70منفی در بعدي 

شد.
ايهستهتک هايسلولاز RNAاستخراج 

براي داشتن داده : cDNAو سنتز خون محیطی
ــب در ــاي مناسـ ــد Real-time PCRهـ نیازمنـ

با کیفیت و غلظت مناسب هستیم. RNAاستخراج 
RNA   ــتفاده از ــا اس ــلولی ب ــول س Trizolمحل

ــد ــدا . اســتخراج گردی ــوب حــاوي  ابت ــه میکروتی ب
میکرولیتـر  600میزان به ايهستهتک هايسلول

دقیقـه بـا دور   5مـدت  سرد اضافه و به Trizolاز 
12000g سانتریفوژ گرادسانتیدرجه 4در دماي

کلروفرم سرد میکرولیتر 250سپس به میزان. شد
سانتیدرجه 4دقیقه در دماي 15به مدت اضافه، 

12000روي یخ انکوبـه و پـس از آن بـا دور    گراد 
جـدا RNAمحلول رویی حـاوي  سانتریفوژ گردید. 

از فـاز شـفاف   به میـزان هـم حجـم    سپس گردید. 
ــالایی  ــاوي ب ــه  ، RNAح ــانول ب ــول ایزوپروپ محل

بـار سـر تـه    50پـس از . گردیدمیکروتیوپ اضافه 
20بـه مـدت   یخچـال شرایط سـرد  در ن آرام،شد

در g12000دقیقه در 15و براي شددقیقه انکوبه 
گــراد ســانتریفوژ گردیــد. درجــه ســانتی4دمــاي 
RNA  ــه ــه اي در انتهــاي لول ــه شــکل ژل شــکل ب

رسـوب  بـه  شـده و محلول رویـی خـارج   .گیردمی
RNA ــا آب %75یــک میلــی لیتــر اتــانول (کــه ب

اضافه شـده و  بود) گردیدهتهیه DEPCدیونیزه با 
انجـام  دقیقـه 8دور به مـدت  8000سانتریفوژ در 

ــت ــت  .گرف ــه شــد در نهای ــی دور ریخت ــایع روی م
میکروتیوپ ها در محیط قرار داده شدند تا اتـانول  

RNAتبخیر شود سـپس رسـوب   هاآنموجود در 
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ز آب فاقد میکرولیتر ا30کف هر میکروتیوپ با در
RNaseگراددرجه سانتی58در دماي و حل شد

RNAبررسی کمی . انکوبه شدنددقیقه 5به مدت 

اســتخراج شــده توســط دســتگاه اســپکتروفتومتر  
از کیـت  cDNAسـاخت  يبرانانودراپ انجام شد.

)(Takara,Japan)(.ــد واکــنش در اســتفاده گردی
حجم محاسـبه شـده از   میکرولیتر شامل 10حجم 
RNA آب فاقد و نانوگرم 1000با غلظتRNase ،

PrimeScript 5X ،05/0بــافر میکرولیتــر از 2
از میکرولیتـــر RT Enzyme ،5/0میکرولیتــر از  

انجـام راندم هگزامـر میکرولیتر 5/0و پرایمر الیگو
سپس میکروتیوپ ها در دستگاه ترموسـایکلر  . شد

)thermal cyclersRad's-Bio ( برنامـه  با توجه به
85، دقیقـه 25گـراد بـه مـدت    درجه سانتی37(

درجـه 4دقیقـه و  5گراد بـه مـدت   درجه سانتی
بعد از اتمام مراحـل،  د. قرار داده شدنسانتی گراد) 

cDNA70در هـا سنتز شده براي ادامه آزمایش-
گراد نگهداري شد.درجه سانتی

: Real Time PCRارزیابی بیان ژن توسـط  
و بتا اکتـین 1-لیپواکسیژناز -15هايژنپرایمر 

بـا اسـتفاده از سـایت    به عنوان ژن کنترل داخلـی 
NCBI و نرم افزار آنلاینPrimer3 webو طراحی

ــد ــوالی پرایمــر هــاي ســنتز گردیدن و Forwardت
Reverse 5بـه ترتیـب   1-لیپواکسیژناز-15ژن’-

GGC AAG GAG ACA GAA CTC AA-3'

)58Tm: 5) و' –CAC AGA GAT CCA GTT

GCA GA -3')58Tm: (تـوالی پرایمـر   باشندمی .
ژن بتا اکتین به ترتیب Reverseو Forwardهاي 

5’-TGG GCA TCC ACG AAA CTA C- 3'

)57Tm: 5) و-GAT CTC CTT CTG CAT

CCT GT 3')57Tm: (باشندمی.
ــراي انجــام  از مســترمیکس time PCR-Realب

SYBR(مخصــوص  green Rox plus ســاخت (
Appliedدســتگاه و )Japan)Takara,شــرکت 

Biosystem 7500 تکثیـر  . گردیـد استفادهDNA

درجـه  95ژن مورد نظر بر اساس پروفایل دمـایی  
ثانیـه بـراي جداشـدن دو رشـته     30گـراد  سانتی
DNA ،55 ثانیـه  30بـه مـدت   گراد سانتیدرجه
60هـا و دمـاي   ژنشدن پرایمرها به هیبریدبراي 

ثانیه براي پیشروي 30به مدت گراد سانتیدرجه 

آنزیم پلی مراز در نظر گرفته شد.
در : آنالیز آماري بیان ژن هاي مورد مطالعـه 
15این مطالعه براي سنجش سطح بیان ژن آنزیم 

ــه مالتیپــل  1-لیپواکســیژناز در بیمــاران مبــتلا ب
ــک   ــکلروزیس از تکنیـ Realاسـ Time PCR

quantitative 2متــد و-∆∆ctــ ــالیز داده هــا رايب آن
بـه  β-Actinاستفاده گردیـد و میـانگین بیـان ژن    

میـزان  جهـت نرمـال سـازي    داخلیعنوان کنترل
-15میزان بیان ژن .در نظر گرفته شدبیان ژن ها

LOX-1 ارزیابی گردید. میزان با روش کمی نسبی
ها قابل ردیابی بـود  اي که بیان ژنتکثیر در چرخه
ــوان  ــت عن Threshold Cycle(تح Ct( ــده نامی

ژن هاي مـورد  Ctدست آوردن ه پس از ب. شودمی
ــبه   ــا و محاس ــه ه ــامی نمون ــه در تم ΔCTمطالع

CTژن هـاي مـورد بررسـی از    CTحاصل تفریق(

تمام نمونه هاي بیماران و افراد براي )ژن بتا اکتین
کـه بـه آن سـطح بیـان     محاسبه شـد ct∆∆-2سالم 

) مــی گوینــد. Relative Expressionنســبی ژن (
تمـام نمونـه هـا نسـبت بـه      Fold Changeسپس 

ن نسـبی نمونـه هـاي کنتـرل     میانگین سـطح بیـا  
,San Diegoبا استفاده نرم افزار محاسبه گردید و 

California, USA)  (GraphPad Prism و بــه
هــا مـورد آنــالیز قــرار  دادهt-testکـاربردن آزمــون  

% بوده و از نظر آمـاري  95حدود اطمینان گرفتند. 
دار بودن ی به منزله معنp<0.05اختلاف میانگین 
در نظر گرفته شد.

لیپواکسـیژناز  –15سنجش متابولیت آنزیم 
)15-HETE(  بـا روشHPLC :   محصـول آنـزیم

یــــک HETE-S-15یــــا1-لیپواکســــیژناز-15
متنـوعی  هايسلولکه در ایکوزانوئید اندوژن است 

این متابولیت عمـر کمـی در سـلول    شودمیتولید 
دارد و سریعا متابولیزه می گردد. تولیـد و فعالیـت   
این متابولیت به نوع سـلول و بافـت بسـتگی دارد.   

ــنجش  ــتفاده از دســتگاه  HETE-S-15س بــا اس
HPLC   مـدل شـرکت(Cecil instrument LTD

Uk) و دتکتور نوريUV-Visible)(  .انجام گرفـت
250(ابعادباC18ستون  استفاده ) میلی متر4.6×

حاوي مخلـوط متجـانس   شد و فاز متحرك شامل 
خـالص و اسـید   ، آباز متانول50:50:0,1حجمی 

بـوده کـه بـا    )(حجمی / حجمـی استیک گلاسیال
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میلــی لیتــر در دقیقــه از ســتون عبــور 1ســرعت 
(اسـتوك) HETE-S-15محلول استاندارد .کندمی

میکرو گـرم در میلـی لیتـر    50با غلظت در اتانول 
تهیــه شــد و بــه صــورت ســریال رقیــق شــده تــا  

میکروگــرم در 30، 5،25،20،15،10هــاي غلظــت
ــر  ــی لیت ــدند میل ــه ش ــه  . تهی ــتاندارد اولی 50اس

گراد ودرجه سانتی70میکروگرم در دماي منفی 
میکروگـرم در فریـزر   10یا 5هاي استوك محلول

با استفاده از ستون فاز .معمولی نگهداري گردیدند
S-15-متابولیـت  خروجزمان تاخیر C18معکوس 

HETE کـه بـا اسـتفاده از    هدقیقه بود5از ستون
236بررسی منحنی جـذب نـوري در طـول مـوج     
15-نانومتر قابل شناسایی بود. براي بررسی میزان 

HETE-S 50در نمونـــه هـــاي بیمـــاران حجـــم
میکرولیتر از پلاسماي بیماران در دسـتگاه تزریـق   
گردید. نمونه اي از منحنی کروماتوگرام حاصـل از  

دستگاه در شکل در HETE-S-15تزریق استاندارد 
.نشان داده شده است1

و گلیسیریدتريوکلسترولسطحسنجش
LDL:برگلیسریدتريوکلسترولسطحسنجش
گیـري انـدازه یتبا استفاده از کبیمارانسرمروي

تريگیرياندازهکیت) و CHOD-PAP(کلسترول
بـر طـب پیشـتاز شـرکت ) GPO-PAP(گلیسرید
کــالریمتري،اســاسبــروکیــتپروتوکــلمبنــاي

بـــا روش End Pointگیـــريانـــدازهو یمـــیآنز
LDLیسطح سرمیانجام گرفت. بررسیکفتومتر

بـه روش  LDLغلظـت  یـین تعیـت استفاده از کبا

کیـت دسـتورالعمل طبقو) طبپیشتاز(یممستق
یژگـی ويروش بر مبناینااساس. شدگیرياندازه

ــیف ــیزیک ــاوت لیمیاییو ش ــوپروتئینمتف ــا یپ ب
نـانومتر  546دترجانت ها است و خوانش جذب در 

انجام گرفت.

هایافته
30این پژوهش بر روي: اطلاعات دموگرافیک

بـا میـانگین   بیمار مبتلا بـه مالتیپـل اسـکلروزیس    
فـرد  23و سـال 5/7با انحراف معیـار  35,4سنی 

24/7با انحراف معیـار  3/35میانگین سنیسالم با
ابتـدایی مرحلـه دراکثر بیماران.گرفتانجام سال 
از%75بیمـاران و  از ٪80.بودنـد بیماريبهابتلا

داشتندسال قرار 40-20افراد کنترل در رده سنی 
افراد کنترل را زنان از٪73افراد بیمار و از٪70و

در و سـن  . در توزیع فراوانـی جـنس   دادندتشکیل
افراد دو گـروه بیمـار و کنتـرل تفـاوت معنـاداري      

ــاران داراي ازp=0.66( .33%وجــود نداشــت ( بیم
از % 67و )3.5EDSS≤(بیماري از نوع پیشـرونده 

بهبـود یابنـده   -بیماران بیماري از نوع عود کننـده 
EDSS≤3.5)(اطلاعـــات دموگرافیـــک . داشـــتند

خلاصه شده است. بـر اسـاس  1بیماران در جدول 
مبتلایـان  از نتایج آزمایشگاهی بیماران، یک سـوم  

به مالتیپل اسـکلروزیس داراي سـطح کلسـترول و    
همچنـین  . بودندتر از حد نرمالتري گلیسیرید بالا

از %10بــالا و LDLاز بیمــاران داراي ســطح 50%
ــز  ــاران نی ــطحبیم ــد.  HDLداراي س ــایین بودن پ

دقیقه از سـتون خـارج   5با زمان تاخیر HETE-S-15نانومتر که نشان می دهد ترکیب 236در طول موج HPLCنمونه اي از منحنی کروماتوگرام -1شکل
شده است.
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خلاصـه  2اطلاعت آزمایشگاهی بیماران در جدول 
شده است.

1-لیپواکسیژناز-15ژن نتایج ارزیابی بیان 
و مبتلا به مالتیپـل اسـکلروزیس   در بیماران

mRNAمیـزان نسـخه هـاي    :افراد کنترل سالم

تـــک هـــاي ســـلولدر 1-لیپواکســـیژناز-15ژن 
گـروه بیمـاران مبـتلا بـه     محیطـی خون ايهسته

مالتیپل اسکلروزیس نسبت به گروه سـالم ارزیـابی   
-15بیـــان ژن میـــزان شـــد. نتـــایج نشـــان داد 

در افــراد مبــتلا بــه مالتیپـــل    1-لیپواکســیژناز 
، نسبت به افراد سـالم افـزایش داشـته    اسکلروزیس

از نظـر آمـاري   این تفـاوت  و)الف-1نمودار (است
همچنین مشـاهده شـد   ).p<0.05معنی دار است (

سـطح  در افراد مبتلا بـه مالتیپـل اسـکلروزیس بـا     
میزان بیـان بالا LDLتري گلیسیرید و ، کلسترول

بیشتر از افرادي با سـطح  1-لیپواکسیژناز-15ژن 
پروفایل لیپیدي نرمال بوده است که این اختلاف از 

ب، ج،-1(نمـودار نظر آماري معنی دار بوده اسـت 
).p<0.05()د

-S-15سطح در گردش نتایج ارزیابی  HETE

بیماران مبتلا به مالتیپل اسکلروزیس سرم در
میزان سطح نتایج بررسی چنینهم: و افراد سالم

-S-15سرمی  HETE مالتیپـل  در بیماران مبتلا به
در کـه  مـی دهـد   نشـان  و افراد سالماسکلروزیس

-S-15مقدار بیماران مبتلا به مالتیپل اسکلروزیس 

HETE الـف -2نمودار (بیشتر از افراد سالم است (
معنـی دار اسـت.   ایـن اخـتلاف از نظـر آمـاري    که

توزیع فروانی مشخصات دموگرافیک  بیماران و افراد کنترل مورد مطالعه-1جدول 
تعدادمیانگین سنEDSSدوره بیماريام اس (نوع)زنان
%)33(پیشرونده70%

%)67(بهبود یابنده–عود کننده 
بیماران4,1935,430)0- 10(4,19)0- 10(

افراد سالم35,323---73%

اسکلرروزیسمالتیپلبیمارانلیپیديپروفایل-2جدول 
پارامترهامحدوده نرمال(%)تعداد 
20)67(%
10)33(%

≥200:محدوده نرمال 
≤240:بالا

(mg/dl)کلسترول 

21)70(%
9)30(%

≥150:محدوده نرمال 
بالا≤200:

تري گلیسیرید
(mg/dl)

15)50(%
15)50(%

≥100:محدوده نرمال 
بالا≤190:

LDL
(mg/dl)

27)90(%
3)10(%

50- 40:محدوده نرمال 
پایین≥40:

HDL
(mg/dl)

اي سلول هاي تک هستهدر 1-لیپواکسیژناز-15میزان بیان ژن الف: -1نمودار
یپل اسکلروزیس نسبت به گروه سالمتخون محیطی بیماران مبتلا به مال

مالتیپـل  در بیماران مبـتلا بـه   1-لیپواکسیژناز-15میزان بیان ژن -ب: -1نمودار
بالا و نرمالکلسترولسطحبااسکلروزیس 
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همچنین مشاهده شد در افراد مبـتلا بـه مالتیپـل    
، تـري گلیسـیرید و   کلسترولسطح اسکلروزیس با 

LDL ــالا ــزان ســطح ســرمی  ب -S-15می HETE

بیشتر از افرادي با سطح نرمال از پروفایل لیپیـدي  
این اخـتلاف از  ) که د،جب،-2نمودار (فوق است

).p<0.05(آماري معنی دار استنظر 

سلول هاي تک هسته اي در 1-لیپواکسیژناز-15میزان بیان ژن الف: -1نمودار
یپل اسکلروزیس نسبت به گروه سالمتخون محیطی بیماران مبتلا به مال

مالتیپـل  در بیمـاران مبـتلا بـه    1-لیپواکسیژناز-15میزان بیان ژن -ب: -1نمودار
بالا و نرمالکلسترولسطحبااسکلروزیس 

-S-15میـزان سـطح سـرمی    -الـف -2نمودار  HETE    در بیمـاران مبـتلا بـه
و افراد کنترل سالممالتیپل اسکلروزیس

-S-15میزان سطح سرمی -ب2نمودار HETE    مالتیپـل  در بیمـاران مبـتلا بـه
بالا و نرمالکلسترولسطح اسکلروزیس

-S-15میزان سطح سرمی -ج2نمودار HETE    مالتیپـل  در بیمـاران مبـتلا بـه
بالا و نرمالتري گلیسیریدبا سطحاز اسکلروزیس

-S-15میزان سطح سـرمی  -د 2نمودار HETE    مالتیپـل  در بیمـاران مبـتلا بـه
بالا و نرمالLDLسطح بااسکلروزیس
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گیريبحث و نتیجه
حــاد و مــزمن ســیتم عصــبی  هــايبیمــاريدر 

هــا و ســایتوکاین هــاي التهــابی، پروســتاگلاندین 
کننــد. لکــوترین هــا نقــش مهمــی ایفــا مــی     

لیپواکسیژنازها نقش مهمی در تنظیم پاسـخ هـاي   
التهابی دارند و به عنوان اهداف درمانی ضد التهابی 

مـورد اسـتفاده قـرار مـی     CNSهـاي بیماريبراي 
التهاب در تمـام مراحـل فـاز بیمـاري     .)17(گیرند

وجود دارد اما بیشـتر در فـاز   مالتیپل اسکلروزیس
در مراحـل اولیـه   . شـود میعود کننده و حاد دیده 

، نشت سد خونی مغـز  مالتیپل اسکلروزیسالتهاب 
از گـردش  CNSالتهابی بـه  هايسلولباعث ورود 

مالتیپـل  . در بیماران فـاز پیشـرونده   شودمیخون 
پلاسماسـل  ازجملـه ایمنی هايسلولاسکلروزیس

. )18(نــدنیــز حضــور دار Bهــايســلولهــا و
-15ضـــد التهـــابی مشـــتق از هـــايمتابولیـــت

از قبیـل لیپوکسـین، پـروتکتین و    1-لیپواکسیژناز
اثرات ضدالتهابی بر روي انـواع سـلول هـا    ریزالوین 

بیـان و فعالیـت آنـزیم    بنابراین ارزیـابی  ؛ )8(دندار
ــیژناز-15 ــل  1-لیپواکســ ــاري مالتیپــ در بیمــ

کــه یــک بیمــاري مــزمن التهــابی و اســکلروزیس
حـائز اهمیـت باشـد. در    مـی توانـد  اتوایمن اسـت  

1-لیپواکسـیژناز -15مطالعه حاضر، میزان بیان ژن
مبتلایان محیطیخون ايهستهتک هايسلولدر 

و افراد کنترل سالمبه بیماري مالتیپل اسکلروزیس 
-S-15و سطح متابولیت  HETEو در سرم بیماران

ارزیابی شد و نتایج نشان داد میزان بیان افراد سالم
-15متابولیـــت آنـــزیم  ســـطح ســـرمی ژن و 

ــیژناز ــل  1-لیپواکس ــه مالتیپ ــتلا ب ــاران مب در بیم
اسکلروزیس نسبت به گروه کنتـرل افـزایش یافتـه    

مطالعـه  است که از نظـر آمـاري معنـی دار اسـت.     
در سـطح آنـزیم فـوق    حاضر اولین مطالعه بررسی 

-S-15و متابولیت mRNAسطح  HETE  در سـرم
کـه از  ل اسـکلروزیس اسـت   مبتلا به مالیپبیماران

این جهت نتایج مطالعه حاضر می تواند دریچـه اي  
به سـمت نقـش احتمـالی ایـن مسـیر آنزیمـی در       

پاتوژنز بیماري مالتیپل اسکلروزیس باز کند.
ــه متســون و همکــارانش در ســال   2009مطالع

ــت نشــان داد  -S-15و PGE2ســطح دو متابولی

HETE درCSF ــاران ــل بیم ــکلروزیسمالیپ و اس

و همین طور )7(افزایش داشته استگروه کنترل
2013سـال  مطالعـه اي در درپراس و همکـارانش 

-S-15ازجملـه لیپیديهايواسطهنشان دادند که

HETE وPGE2ــه ــبکـ ــه ترتیـ ــولات بـ محصـ
در هستندلیپواکسیژناز و سیکلواکسیژناز هايآنزیم
CSF افزایش مالتیپل اسکلروزیس مبتلا به بیماران

می توانـد بـا   S-HETE-15یافته است و متابولیت 
و کـاهش ترشـح سـایتوکاین    Th1هايسلولمهار 

بیماران مارکر ضد التهاب در هاي التهابی به عنوان 
در همـین  . )13(مطرح شـود مالتیپل اسکلروزیس

نی افـزایش بیـان   راستا نتایج مطالعه حاضر همزمـا 
ــیژناز-15ژن ــت آن را در 1-لیپواکســ و متابولیــ

بیماران فوق نشان می دهد که بـر اهمیـت مسـیر    
همچنـین نشـان داده   . کنـد میلیپواکسیژناز تاکید 

از طریــق S-HETE-15شــده اســت کــه ترکیــب
ــده ــد هــايگیرن ــف مانن PPARɤو GPR31مختل

. )20و19(کنـد مـی خود را ایفا اثرات ضد التهابی 
آن هـاي متابولیـت و لیپواکسـیژناز   12/15نزیم آ

د. ن ـنقش مهمی در تولید و یا حفاظـت التهـاب دار  
1-لیپواکسـیژناز -15اثرات پـیش آترواسـکلروزي   

و عــود دیــواره عروقــی LDLباعــث اکسیداســیون 
و هم چنین تولید سایتوکاین هـاي پـیش   شودمی

التهابی بعلت لانه گزینی سلول ها در دیواره عروقی 
توسط آنزیم LDLکلسترول .)21(یابدمیافزایش 

اکسـید شـده تبـدیل    LDLبه 1-لیپواکسیژناز15
التهـابی از  شده که قادر به القاي پاسخ هاي پـیش  

قبیل استرس اکسیداتیو و بیان مولکول چسبان در 
1-لیپواکسیژناز-15سیستم ایمنی می باشد، بیان 

معنی داري بالاسـت طوربهاندوتلیال هايسلولدر 
در بیماران مبـتلا بـه مالتیپـل    بر این اساس. )22(

LDLو اسکلروزیس که سطح سرمی کلسترول تام

بالاست فرآیندهاي التهابی در ایـن  هاآنکلسترول 
نشـان  حاضـر نتایج مطالعه یابدمیبیماران افزایش 

داد که در بیمـاران بـا پروفایـل لیپیـدي بـالاتر از      
15میــزان بیــان و فعالیــت آنــزیم ،ســطح نرمــال

اسـترس اکسـیداتیو و   . بالاتر است1-لیپواکسیژناز
تولید رادیکال آزاد شـده ناشـی از پراکسیداسـیون    

لیپواکسیژناز می تواند در -15لیپیدي توسط آنزیم 
باشـد و  مـؤثر پاتوزنز بیماري مالتیپل اسکلروزیس 

-التهـاب، شکسـته شـدن سـد خـونی     زمینه سـاز  
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مغزي، دژنره شدن میلین و الیگودندروسـیت هـا و   
بـر مبنـاي   سـونی شـود.   اختلال در هدایت پیام آک

در افـراد مبـتلا بـه مالتیپـل     حاضـر نتایج مطالعـه 
، بیـان ژن تري گلیسیرید بالاسطح اسکلروزیس با 

نسبت بـه افـرادي بـا سـطح     1-لیپواکسیژناز15
کـه از  افـزایش یافتـه اسـت   نرمال تري گلیسیرید 

کـه یافتـه   ) p<0.05نظر آماري معنـی دار اسـت (  
افـزایش فعالیـت ایـن    دهنـده نشانمی تواند فوق 

ازجملههاي خود دسترسی به سوبستراآنزیم از نظر 
. باشدآراشیدونیک اسید و لینولئیک اسید 

از طرفی بر اساس مطالعات و شواهد قبلی ثابـت  
از نظـر بیـان و   1-لیپواکسـیژناز -15شده است که 
یعنـی Tissue-Specificبه صـورت عملکرد کاملاً

در زمینـه  کهطوريبهکندمیوابسته به بافت عمل 
سرطان نیز در برخی بافت ها به نفع ایجاد التهـاب  
و سرطان و در برخی بافت ها به ضرر ایجاد بیماري 
اســت. در مطالعــه حاضــر افــزایش همزمــان قابــل 

و 1-لیپواکسـیژناز -15بیـان ژن  توجهی در میزان
ت به کنتـرل  متابولیت آن در نمونه هاي بیمار نسب

مشاهده گردید که نشان می دهـد آنـزیم فـوق در    
کـه بیمـاري التهـابی    مالتیپل اسکلروزیسبیماري 

است به نفع ایجاد التهاب و وخامت بیماري است و 
با پروفایل لیپیدي بیماران ارتباط معنی داري دارد. 

اولـین شـواهد را در خصـوص   حاضرنتایج مطالعه 
ــیر   ــت مس ــیژناز15اهمی ــاري 1-لیپواکس در بیم

می تواند پایـه  فراهم نمود که مالتیپل اسکلروزیس
اي براي مطالعات مکانیسمی گسترده تر در زمینـه  

پاتوژنز این بیماري باشد.

تقدیر و تشکر
مطالعه حاضر در معاونت پژوهشی دانشگاه علـوم  

در 27351-30-05-94پزشکی ایران با شماره طرح 
ده اسـت و  یثبت رسدانشگاه علوم پزشکی ایران به 

هزینه هاي طرح توسط دانشگاه تامین گردید.
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Abstract
Background: Multiple sclerosis is one of the most common autoimmune inflammatory diseases in
young ages. Many aspects of this disease are still unknown. The aim of the present study was to
investigate the expression and activity level of 15-lipoxygenase-1 (a producer of lipid peroxide and
regulating inflammation and immune responses) in peripheral blood mononuclear cells in patients
with multiple sclerosis and healthy individual and considering its correlation with lipid profile of
individuals.
Methods: 30 patients with multiple sclerosis from Firouzgar Hospital in Tehran and 23 healthy
subjects as control participated in this case-control study. The peripheral blood mononuclear cells of
the subjects were used for mRNA extraction and cDNA construction, and to determine the expression
level of 15-Lipoxygenase-1 gene, a Real-Time PCR-based Cyber Green method was used and data
were analyzed using ΔΔCT method. Also, the amount of 15-lipoxygenase-1 product (15-S-HETE) in
serum was determined by High Pressure Liquid Chromatography (HPLC). Finally, statistical analysis
was performed using Graph Pad Prism software version 5 and independent t-test.
Results: Measurement of 15-lipoxygenase-1 expression level in mononuclear blood cells extracted
from the peripheral blood of patients with multiple sclerosis and healthy controls revealed that the
level of this gene was significantly increased in patients comparing to controls. Also, the activity of
15-lipoxygenase-1 which was measured via its metabolite level in serum of patients and controls
demonstrated that the enzyme activity was increased in serum of patients compared to controls
(p<0.05). Also, the results have shown that in patients with higher level of Cholesterol, Triglyceride
and LDL, the level of 15-lipoxygensae-1 and its metabolite had higher level compared to patients with
normal lipid profile.
Conclusion: The results of the current study have shown that the 15-lipoxygenase-1 enzymatic
pathway might affect multiple sclerosis pathogenesis and due to the significant differences of the
enzyme level in patients compared to controls, it can be noticed as a possible pathway for controlling
disease. Since elevated lipid profile level is the risk factor of multiple sclerosis pathogenesis, in this
study the correlation was observed between the higher level of LDL, Cholesterol and Triglyceride and
enzyme expression level and activity which emphasize on the important role of lipid metabolic
pathway in multiple sclerosis.

Keywords: Inflammation, HPLC, Gene expression, 15-lipoxygenase enzyme, Multiple sclerosis
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