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 بر ايمنوپاتوژنز )AP‐4(آمينوپيريدين-4وي بررسي اثر دار

 واكنش التهابي درمدل تجربي
  

 ،4 نوده، عليرضا صالحي3، دكتر عليرضا رضوي2دكتر محمد رضا خرمي زاده ،*1رضا غلام نژاد
  7، دكتر سيد عباس مير شفيعي6، وحيد ملاكاظمي ها5محمد مهدي اميري

  كيدهچ
 و خيلـي از     MS)( و مالتيپل اسـكلروزيس    (RA)ي التهابي نظير آرتريت روماتوئيد     امروزه بسياري از بيماريها    :زمينه و هدف  

بيماريهاي التهابي خود ايمن ديگر گريبان گير افراد جوامع مختلف شده است و تا كنون درمان قطعي براي آنها ارائـه نـشده      
ليت بيش از حد و مزمن سلولهاي التهابي و بسياري از ضايعات جبران ناپذير در اين گونه بيماريهاي التهابي در اثر فعا. است

از ايـن رو در ايـن مطالعـه بـه بررسـي       . اسـت (MMPs)اثر تخريبي آنزيمهاي پروتئولايتكي مانند ماتريكس متالوپروتئينازها     
 .  برروند پيشرفت التهاب دريك واكنش التهابي در مدل تجربي پرداخته شد(AP-4)آمينو پيريدين -4اثرداروي

 Sprague Dawely از نـژاد Out bredراس رات  48طالعه انجام شده از نوع استنباطي بود كه در آن تعـداد  م:روش بررسي
توسـط  [   هفتگي و سالم براي القاي يك واكـنش التهـابي تجربـي            8 تا   6 گرم و سنين     150-200وزن حدود    همگي ماده با  

گـروه  :تائي شـامل   8 گروه   6رات ها در   .رار گرفتند مورد استفاده ق  ] (CFA)ادجوانت كامل فروند   +(BSA)آلبومين سرم گاوي  
-4داروي . قرارگرفتنـد Prevention-2 وPrevention-1 وگروههـاي Treatment-2  وTreatment-1نرمال،گروه بيمار،گروههاي 

AP   ميكروگرم 800و400( در غلظتهاي مختلف (    به گروههايTreatment-1,2   و Prevention-1,2   به ميـزان  )ميكروليتـر  1/0 ( 
 .شدت التهاب مورد بررسي و مقايسه قرار گرفت) BSAفقط( ساعت بعد از تزريق دوز يادآور72تا48زريق گرديد و ت

هيـستوپاتولوژي و يـا توليـد     هيچ گونه علائم التهابي،  %) 66/16( رات 8 راتي كه مورد مطالعه قرار گرفتند،        48 از   :يافته ها 
علائـم شـديد و واضـح التهـاب را     %) 66/16( رات8. وه نرمال ما بودندرا نشان ندادند و اين همان گر BSA آنتي بادي ضد

علائم خفيفتري از التهاب را نسبت به گـروه بيمـار مـا نـشان               %) 66/66( رات 32تعداد   .نشان دادند كه گروه بيمار ما بودند      
  . ا دريافت كرده بودند رAP-4 از بودند كه غلظتهاي مختلفيPrevention-1,2 و Treatment-1,2 دادند كه همان گروههاي

راديولـوژي،   هـاي كلينيكـي،    تفاوت شـدت التهـاب و انفيلتراسـيون سـلولهاي التهـابي دربررسـي              :نتيجه گيري بحث و   
 باعث كاهش شدت التهاب در گروههاي دريافت        AP-4دهد كه داروي    نشان مي  BSAهيستوپاتولوژي وتوليد آنتي بادي ضد      
اگرچه آناليزهـاي   ).p<0.05( بيمار شده بود كه اين اختلاف از نظر آماري معني داربود           كننده دارونسبت به گروههاي نرمال و     

و اخـتلاف از نظـر    داشـت   Whi-164 درسل لاين فيبروسـاركوما MMPs برميزان توليد AP-4آماري، نشان ازعدم تاثيرداروي
   .آماري معني دار نبود
 آمينوپيريدين-4ريكس متالوپروتئينازها،آرتريت روماتوئيد ،واكنش التهابي، مات: واژه هاي كليدي

    

  87 شهريور :   پذيرش مقاله  -  87 تير :   دريافت مقاله -

  
  كارشناس ارشد ايمونولوژي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران 1
   استاديار دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران2
  شكي تهراندانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزدانشيار  3
   كارشناس ارشد ايمنولوژي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران4
   كارشناس ارشد ايمنولوژي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران5
   كارشناس ميكروبيولوژي انستيتو پاستور ايران6
   استاد دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران7

  

  مقدمه
ــا  ــا،هنگــامي كــه آســيب ب ــر باكتريه ــا،  فتي براث انگله

تروما، مواد شيميايي، گرمـا، واكـنش    ضربه، ويروسها،
يا هرپديـده ديگـري      ايمني بدن عليه بافتهاي خودي و     

آيد، مدياتورهاي التهابي كه توسط بافتهـاي         بوجود مي 
شوند، موجب بروز تغييرات ثانويه      آسيب ديده آزاد مي   

 : نويسنده مسئول *

  رضا غلام نژاد ؛ 
دانشكده بهداشت دانشگاه علـوم پزشـكي       

  تهران
 Email : gholami 278@ gmail.com 
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 مي اين تغييراتتما. گردند بسيار شديدي در بافتها مي

). 1-2(شـوند  آماس ناميده مي يا التهاب ثانويه روي هم
هـاي   شود، فـرآورده  مي هنگامي كه بافتي دچار التهاب

كموتاكتي  توانند موجب شوند كه مي مختلفي توليد مي
اين مواد  . سلولهاي التهابي به سوي ناحيه ملتهب شوند      

ــد از ــا،فرآورده : عبارتن ــاي برخــي از ســموم باكتريه  ه
تخريبي خود بافتهاي ملتهب،چندين فرآورده ناشـي از        

كـه در بافتهـاي ملتهـب فعـال      واكـنش مـواد پيچيـده   
فرآوردههاي ناشي از لخته شدن پلاسـما در         شوند،  مي

.... آنتـي بـادي و  -كمپلكسهاي آنتـي ژن  ملتهب، ناحيه
بعد از ورود عامل التهابي به بدن و فعال شدن پلاكتها،           

سيـستم ينينـوژن،     م كمپلمـان،  سيـست  سيستم انعقادي، 
بــه دنبــال آن توليــد وترشــح  سيــستم فيبرينــوليزين و
باعـث مهـاجرت     ،)كموكاينها(مولكولهاي كموتاكتيك   

سلولهاي التهابي از ديواره انـدوتليوم عـروق بافتهـاي          
شوند كه درراسـتاي حـذف عامـل التهـابي           ملتهب مي 

ــته   ــوارض ناخواس ــت ع ــن اس ــاي   ممك ــز برج اي ني
  ).3(بگذارند

 كه يكي از بيماريهاي التهابي      RAبه طور مثال بيماري     
مزمن سيستميك بسيار پيچيده با اتيولوژي نامـشخص        

ــا  اســت و ــا را 5/0-1/0تقريب درصــد از جمعيــت دني
يك عارضـه فرسايـشي اسـت كـه          گرفتار كرده است،  

هـاي   سبب تخريب مفاصـل و نهايتـا موجـب آسـيب          
ا افـزايش    همچنين ب   RA .شود ساختاري و ناتواني مي   

رخ دادن لنفوما در ارتباط اسـت كـه ايـن امـر ممكـن               
  ).4(است به دليل فعاليت سلولهاي التهابي باشد
 MS و   RAامروزه براي درمان بيماريهاي التهابي نظيـر      

از طـب سـنتي      شود؛ هاي مختلفي استفاده مي    از روش 
تـا  ) استفاده از سم زنبورعسل در آسياي شرقي      ( گرفته

  بتا- بيولوژيكي نظير اينترلوكين يكاستفاده ازداروهاي

(IL-1β)،   آلفـا -فاكتور نكروزدهنـده تومـور(TNF-α) 

داروهاي ضدالتهابي غير    وگلوكوكورتيكواستروييدها و 

اي در درمـان     استروئيدي كه امروزه بـه طـور گـسترده        
رونـد و هـر كـدام بـا          بيماريهاي التهـابي بـه كـار مـي        

دسـته از   اي باعـث كـاهش علائـم ايـن           مكانيسم ويژه 
 با فرمول مولكـولي     AP-4داروي ).5(شوند بيماريها مي 

C5H6N2     ميكروگرم يكـي از     12/94 و وزن مولكولي 
داروهائي سنتتيكي است كه بـراي درمـان بيماريهـائي          

 مـورد   MSلامبـرت ايتـون و     نظير مياسـتني گـراويس،    
با توجه به اينكه اين دارو       ).6(استفاده قرار گرفته است   

 كـوئينين،  ،)تتـرااتيلن آمونيـوم   TEA( و داروهائي نظير  
هـاي دريـائي بـا       سم مار و سم شقايق     سم زنبورعسل، 

مكانيسم بلوك كردن كانالهـاي پتاسـيمي سـلولها اثـر           
ايـن فرضـيه وجـود دارد كـه          كننـد؛  خود را اعمال مي   

بتوان با استفاده از اين داروها و بلوك كردن كانالهـاي           
 رونـد   TوBهاي  پتاسيمي درسلولهاي التهابي ولنفوسـيت    

التهاب را در بيماريهاي التهابي كند ويا حتـي متوقـف           
بـا توجـه بـه اينكـه در سـالهاي اخيـر محققـين                .كرد

 پيريـدين  دي آمينـو   -4و3و   AP-4اند با كمك   توانسته
(3,4-DAP)     علائم عصبي بيماري MS   را كاهش دهند  

از اين رو تحقيقات بنيادين در رابطـه بـا ايـن             ).8-7(
هاي  تواند كمك فراواني به درك مكانيسم      ميها   بيماري

هـاي   ها و اتخـاذ پروتكـل      موثر در پاتوژنز اين بيماري    
  .درماني جديد و مناسب تري براي اين بيماران نمايد

  
  روش بررسي 
 از نـژاد  Out bred راس رات 48 تعداد در اين مطالعه،

Spragu Dawely150-200وزن حدود   همگي ماده با 
 هفتگي وسالم بـراي القـاي يـك          8 تا 6گرم و سنين    

راتها  .واكنش التهابي تجربي مورد استفاده قرار گرفتند      
گـروه   :تـائي شـامل    8 گروه 6 به صورت تصادفي در   

ــال، ــار،  نرمـ ــروه بيمـ ــاي گـ  Treatment-1گروههـ
 Prevention-1گروههـــــــــــــاي ،Treatment-2و
ســاخت شــركت ( BSA.  قرارگرفتنــدPrevention-2و

18  
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 رضا غلام نژاد و همكاران 
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ميلي گرم بر ميلي ليتراستفاده      2ميزانبه   )سيگماآلدريچ
 حاوي مايكو بـاكتريوم     CFAشدكه با حجم مساوي از    

ساخت شـركت   (ميلي گرم بر ميلي ليتر     5توبركلوزيس
مخلوط گرديد و به صورت امولسيون      ) سيگما آلدريچ 

 ميكروليتر از امولسيون به صورت      100در آمده و مقدار   
 ـ    تزريـق   .دداخل جلدي در قاعده دم راتها تزريق گردي

در كف   BSA روز بعد از تزريق اول بوسيله       14يادآور
ــد    ــام ش ــا انج ــاي راته ــاي AP-4داروي. پ  درغلظته

يـك هفتـه قبـل از        از)  ميكروگرم 800 و 400(مختلف
و ) Prevention-1,2گروههـاي (القاء واكـنش التهـابي      

گروههــاي (يــك هفتــه بعــد از القــاء واكــنش التهــابي
Treatment-1,2 (   ميكروليتر بـه صـورت      1/0به ميزان

 ساعت پـس    72و 48راتها  .داخل شكمي تزريق گرديد   
روز بعد از القاءواكنش BSA  )15 از تزريق دوز يادآور

درگـروه نرمـال     .مورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد       )التهابي
بيمـاري ايجــاد نــشد وحيوانــات هــيچ گونــه داروئــي  

درگروه بيمار يك واكنش التهابي طبق      .دريافت نكردند 
ــا داروي پروتكــل   را AP-4ذكــر شــده ايجــاد شــد ام

  .دريافت نكردند
  آناليزهاي آماري
براي نتايج حاصـل از بررسـي    T-testاستفاده از روش
ميـزان توليـد      بـه روش الايـزا و      BSAآنتي بادي ضـد   

MMPs وروش Mann-Whitney      براي بررسـي نتـايج 
ــوژي و    ــي، راديول ــابي كلينيك ــده از ارزي ــت آم  بدس

 Pvalue .سـتفاده قـرار گرفتنـد   هيستوپاتولوژي مـورد ا 
در  جهت معني دار بودن يا نبودن نتايج استفاده شـد و          

 استفاده SPSS15نهايت جهت تحليل نتايج از نرم افزار      
  .شد

  بررسي كلينيكي •
با توجه به علائم     پاي راتها از نظرقطرواكنش التهابي و     

و نتـايج    كلينيكي بوسيله كوليس انـدازه گيـري شـدند        
بررسـي   پايان ازلحاظ آمـاري مـورد      رد روزانه ثبت و  
  .قرار گرفتند

  بررسي راديولوژيكي •
درجه بندي راديولوژيك بوسيله مقايسه فيلمهاي تهيـه        

يـك درجـه در هرپـا        .شده از پاي حيوان تعيـين شـد       
 نازكي محل التهاب،   براساس درجه نرمي التهاب بافتي،    

 كدورت محل التهـاب در اثـر انفيلتراسـيون سـلولها و           
 طيف درجه بنـدي در هرپـا از        .باشد هاب مي شدت الت 

براي حالت  3كه صفر براي حالت نرمال و . است3-0
  .ماكزيمم ضايعات التهابي در نظرگرفته شد

  بررسي هيستوپاتولوژيك •
التهاب و پروليفراسيون سلولها همچنين با درجه بندي        

راتها  .پاي حيوانات ارزيابي شد    هيستولوژي قطعاتي از  
سديم پنتوباربيتورات به صورت داخـل  در روز سوم با  

سپس كشته شدند و اعضاي پاهـائي        شكمي بيهوش و  
كه درآنها واكنش التهابي ايجاد شده بود برداشته شد و          

نگهداري تا از لحـاظ هيـستوپاتولوژي       % 10فرمالين در
رنگ  براي هيستوپاتولوژي از   .مورد بررسي قرار گيرند   

مقـاطع تهيـه     .آميزي هماتوكسين وائوزين استفاده شد    
ادم، انفيلتراسـيون سـلولهاي      شده براسـاس پرخـوني،    

. و شدت التهاب ارزيابي شدند    ) وسعت التهاب (التهابي
ــه    ــتاندارد درج ــهاي اس ــدي براســاس روش درجــه بن

  . انجام شد0-4 از(Scoring)بندي
 BSAبررسي آنتي بادي ضد  •

 تائي  96پليتهاي BSAبراي تعيين ميزان آنتي بادي ضد     
ــل ك ــي وني ــاپل ــد ب ــر از 1 لراي يــك (  BSA ميكروليت
 1/0كه با بافرسـديم كربنـات     ) هرچاهك ميكروليتر در 

 ـ ـولار رقيق ش ـ  ـم ود بـه مـدت يـك سـاعت در          ـده ب
سـاعت   16سانتي گراد و سپس بـه مـدت        37 °ايـدم
ســاعت 16 بعــد از . ســانتي گــراد انكوبــه شــدند4°در

) شركت سيگما آلدريچ  %) Tween20)5چاهكها بوسيله 
سپس  . بافررقيق شده بود شستشوداده شدند     كه بوسيله 

به چاهكها سرم رقيق شده حيوانات مورد آزمايش بـه          
بـه مـدت يـك سـاعت          اضافه شد و   25000/1نسبت  

بعـد از يـك سـاعت        . سانتي گراد انكوبه شدند    37°در
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شستـشو  %) Tween 20) 5هـا بـا    انكوبه شدن چاهك
 .داده شدند تا مولكولهاي اتصال نيافتـه خـارج شـوند          

بعد از شستشو آنتي رات خرگوشي كنژوكـه شـده بـا            
%) Tween 20) 5 بـا  250/1پراكسيداز كـه بـه نـسبت    

ها اضافه شد و به مدت يـك         رقيق شده بود به چاهك    
ها سـه    سپس چاهك  .ساعت در دماي اتاق انكوبه شد     

 متيـل   -Oو به آنها سوبـستراي     بار شستشو داده شدند   
ل شناسايي آنتي    اضافه شد تا عم    H2O2آلدئيد آمين و    

شـركت مـرك    ( 2NH2SO4 سـپس . بادي انجام شـود   
ها اضـافه    براي متوقف كردن واكنشها به چاهك     ) آلمان

 نـانومتر   630هـا در   پايان جذب نوري نمونـه     شد و در  
ــدر   ــيله الايزاري ــركت(بوس ــدلDANAش ) DA-36 م

  .قرائت شد
  MMPsبررسي ميزان توليد  •

ي در  ا نقـش عمـده    (MMPsبراي بررسي ميزان توليـد    
ــد   ــابي دارن ــايعات الته ــدن  ) ض ــضور دارو درب درح

(Invivo)    از سـلول لايـن فيبروسـاركوماWhi-164   بـا
منشاء موشي كه شباهت زيادي با سـلولهاي حيوانـات          
ــستيتوي     ــلولي ان ــك س ــد از بان ــايش دارن ــورد آزم م

سـلول در هـر     70000به تعداد    پاستورايران تهيه شد و   
يط كـشت   اي در مح ـ    خانـه  96هـاي    چاهك در پليـت   

RPMI-6401 ــا ــي ســيلين ســرم،% 5 ب  ميكــرو 100پن
ميكروگـرم  100يونيت درميلـي ليتـر و استرپتومايـسين       
ــت شـــرايط     ــي ليتـــر تحـ دي اكـــسيد % 5درميلـ

ســانتيگراد و رطوبــت اشــباع كــشت داده 37°دردمــاي
 AP) 1/0،2/0،4/0-4رقـــت هـــاي مختلـــف .شـــدند

 .ها اضـافه شـد     به كشت سلول  ) ميكروگرم برميلي ليتر  
هـا مـورد رنـگ        ساعت انكوباسيون، سلول   48ز  پس ا 

بـراي شـمارش و تعيـين درصـد          .سنجي قرار گرفتند  
 Viability(سـلولهاي زنـده در سوسپانـسيون سـلولي    

test (            ابتدا يك قطره از سوسپانـسيون سـلولي بـا يـك
مخلـوط  ) در صـد در سـالين   2/0(قطره از تريپان بلو 

اي پس از يك تا دو دقيقه درصـد سـلول ه ـ           گرديد و 
توسـط لام نئوبـار زيـر       ) سلول هائي رنگ نشده   (زنده  

براي شـمارش    .ميكروسكوپ نوري شمارش گرديدند   
سلولهاي يـك    هرميلي ليتر،  ها در  و تعيين تعداد سلول   

 تائي لام نئوبار را شمرده و در ضريب رقت و 16مربع 
شـود تـا تعـداد       ابعاد حجم شمارش شده ضـرب مـي       

سپس براي تعيين    .آيدهر ميلي ليتر به دست       سلول در 
ــي  ــت آنزيم ــزان فعالي ــن و  MMPsمي ــك هيوس  تكني

ــشخيص  ) Heussen&Dowdle(دودل ــراي تـ ــه بـ كـ
مورد اسـتفاده قـرار     ) MMP-2كلاژنازچهار يا   (ژلاتيناز
ها در ژل پلي آكريل آميد حاوي دو ميلي          نمونه .گرفت

گرم بـر ميلـي ليتـر ژلاتـين درحـضورسديم دودسـيل          
كاهنـده بـه مـدت سـه        سولفات و تحت شرايط غيـر       

 ژل  سپس . ولت الكترو فورز شدند    80ساعت در ولتاژ    
بـــا ) شـــركت ســـيگما آلـــدريچ  ( Triton×100 بـــا

 درجهت حذف سديم دودسيل سـولفات،     % 5/2غلظت
 سانتي  37°ژل حاصل به مدت يك شب در       .شسته شد 

ــاوي    ــول حـ ــراد درون محلـ ــولارتريپس 1/0گـ  مـ
يد نگهداري   ميلي مولاركلسيم كلرا   100هيدروكلرايد و 

 درصـد رنـگ آميـزي       05/0و سرانجام با كوماسي بلو      
پس از رنگ بري، منـاطق دچـار پروتئـوليز در            .گرديد

ارزيـابي كمـي از طريـق        .زمينه اصلي مشخص شـدند    
اي  محاسبه چگالي سطح بـه وسـيله نـرم افـزار رايانـه            

انجام شد و در نهايت فعاليت آنزيم به صورت نـسبي           
  .بيان شد

  
  يافته ها

ر اساس مشاهدات و نتـايج  بعمـل آمـده از ارزيـابي              ب
كلينيكي در حيوانات مورد آزمايش و اندازه گيري قطر         

اسـتفاده از   (ناحيه التهابي بوسـيله روشـهاي اسـتاندارد       
 بـه   AP-4غلظتهـاي مختلـف داروي     ،)كوليس ديجيتال 

طور چشمگيري شدت التهاب را نسبت به گروه بيمار         
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 آناليزهاي آماري نيز ايـن      ).1نمودار(كاهش داده بودند  
هـا را تائيـد كردنـد و اخـتلاف معنـي داري بـين                يافته

گـروه بيمـار وگـروه نرمـال         گروههاي مورد آزمايش،  
  ).P<0.05(وجود داشت

هائي بوديم كه    در بررسي راديو گرافي ما به دنبال يافته       
بروز واكنش التهابي را با استفاده از معيارهائي همچون         

كدورت   بافتي، نازكي محل التهاب،    درجه نرمي التهاب  
محــل التهــاب در اثــر انفيلتراســيون ســلولها و شــدت 

 .دهـد  قـرار  تائيـد  التهاب در گروههاي تجربـي مـورد      
ــشان داد    ــده ن ــت آم ــه دس ــايج ب ــه نت  در PValue ك

ــر از    ــايش كمت ــورد آزم ــاي م ــت و05/0گروهه   اس
ن گروه كنتـرل وگروههـاي مـورد     بياختلاف معني دار  

  ).2نمودار ( داشتآزمايش وجود
    
   
 
 
 
 
 
 

   نتايج ارزيابي قطر ناحيه ملتهب را نشان -1نمودار
  دهد كه با كوليس ديجيتال اندازه گيري شده است مي

  
 
  
  
  

دهد كه با استفاده از   نتايج راديوگرافي را نشان مي-2نمودار 
  اند درجه بندي استاندارد توسط متخصص راديولوژي بررسي شده

  
 و اثـر سـايتو      Viabilityنتايج مربوط به    ) 3(ردر نمودا 

بر گروههاي مورد    AP-4هاي مختلف    توكسيتي غلظت 
دهـد دارو بـه طـور        كه نشان مـي    ،آزمايش آمده است  

چشمگيري موجـب كـاهش پروليفراسـيون سـلولهاي         
Whi-164ــن  .  شــده اســت ــز اي ــاري ني ــاي آم آناليزه

  . باشد  مي(P<0.05)كنند و مشاهدات را تائيد مي

نچه در اين مطالعه قابل توجه بود كاهش ميزان توليد          آ
 و   Treatment-1,2 در گروههـاي     BSAآنتي بادي ضد    

Prevention-1,2          نسبت به گروه بيمار و گـروه نرمـال 
ــود ــد ( ب ــي دريافــت نكــرده بودن ــه داروئ  )هــيچ گون

آناليزهاي آماري نيز اين اختلاف معني دار را به خوبي          
  .(Pv<0/05)نشان دادند

  
  

  
  
  
  

  درصد سلولهاي زنده را در غلظتهاي -3نمودار 
  دهد  نشان ميومختلف دار

  
  
  
  
  
  

 را در BSA جذب نوري ميزان توليد آنتي بادي ضد-4نمودار 
دهد؛ به كاهش ميزان توليدآنتي  غلظتهاي مختلف دارو نشان مي

  .اند توجه شود بادي در گروههائي كه دارو دريافت كرده
  

هـاي پاتولوژيـك و      از بررسـي  نتايج بـه دسـت آمـده        
آناليزهــاي آمــاري حــاكي از اخــتلاف معنــي داري در 

  پرخوني و انفيلتراسيون  ادم، شدت التهاب ايجاد شده،
هاي مختلف نسبت به گروه      هاي التهابي در گروه    سلول

  .باشد بيمارو گروه نرمال مي
  
  
  
  
  
  
  

 مقطعي از پاي يك رات نرمال كه در آن اثري از -1تصوير 
  .شود ادم، يا انفيلتراسيون سلولهاي التهابي ديده نمي تهاب،ال
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  دهد   مقطعي از پاي يك رات بيمار را نشان مي-2تصوير 
  

 شـود عـلاوه بـر      ديده مـي  ) 2(تصوير   همانطوريكه در 
انفيلتراســيون ســلولهاي التهــابي تــك  پرخــوني و ادم،

اي بـه نـسبت بيـشتر و پلـي مورفونوكلئرهـا بـه             هسته
  . شود متري ديده مينسبت ك

راتهائي كه غلظتهاي مختلفي از دارو را دريافت كـرده          
 بودند درجات مختلفي انفيلتراسيون سلولهاي التهـابي،      

) 3(تصوير. نشان دادند  ادم وشدت التهاب را    پرخوني،
 400دهد كه غلظت   مقطعي از پاي يك رات رانشان مي      

) 4(تـصوير  دريافت كـرده اسـت و      را ميكروگرم دارو 
ــك رات را مق ــاي ي ــي از پ ــي  طع ــشان م ــه   ن ــد ك ده

  .دريافت كرده است را  ميكروگرم دارو800غلظت
  
  
  
  
  
  

 انفيلتراسيون خفيف و پراكنده سلولهاي التهابي در -3تصوير 
  )فلش( شود تصوير ديده مي

  
  
  
  
  
  

 تعداد بسيار اندك سلولهاي التهابي و پرخوني محدود -4تصوير 
  )فلش(شود  درتصوير ديده مي

هاي هيـستوپاتولوژي مقـاطع تهيـه        نچه كه از بررسي   آ
كـه   Prevention-2شده بدست آمد اين بود كه گـروه         

  ميكروگرمي دارو را يك هفته قبل از القاء        800غلظت  
نـسبت   )4تـصوير   (واكنش التهابي دريافت كرده بودند    

 ميكروگرمـي   800 كه غلظـت     Treatment-2به گروه     
واكنش التهـابي دريافـت      دارو را يك هفته بعد از القاء      

علائـم التهـابي خفيفتـري را        )3تـصوير   ( كرده بودنـد  
هـا را تائيـد      آناليزهاي آماري نيز اين يافته     .نشان دادند 

 .(Pv<0.05)كردند

ــزان فعاليـــت   ــي ميـ ــر روي ژل MMPsدر بررسـ  بـ
كروماتوگرافي كه در اينجا كلاژناز چهـار كـه يكـي از            

MMPs     ص شد  مشخ  است مورد بررسي قرارگرفت و
 كه ميزان توليد اين آنزيم در غلظتهاي مختلـف داروي          

4-AP     ــن ــلول لايـ ــر روي سـ ــده  بـ ــتفاده شـ اسـ
 نسبت به گروههاي نرمـال و   Whi -164فيبروساركوما

كما اينكه آناليزهـاي     كنترل اختلاف معني داري ندارد؛    
 .(P>0.05)آماري نيز اين نكته را نشان دادند

 
 
 
 
 
 
 
 
  

   را بر روي ژل كروماتوگرافيMMPsي  زايموگراف-5تصوير 
  كنترل نرمال،cn=دهد  نشان مي 

T1=Treatment-1     T2=Treatment-2 
P1=Prevention-1             P2=Prevention-2 

  
شـود اخـتلاف     همانطوريكه در تصوير بـالا ديـده مـي        

ائي كـه   ه ـ   در گـروه   MMPsچنداني بين ميزان فعاليت     
 ـ      ه گـروه بيمـار وجـود       دارو دريافت كرده اند نسبت ب

  .اين مورد باتوجه به آناليزهاي آماري تاييد شد ندارد و
  

  T1  T2  بيمار

cn 

P1  P2  
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  بحث 
اگرچه التهاب به خـودي خـود يـك مكانيـسم بـسيار             

باشــد و بــدن از واكنــشهاي  ســودمند بــراي بــدن مــي
هـاي   مختلف التهابي در جهت دفاع و حـذف پـاتوژن         

وارد كند؛ با وجود اين در بعضي از م        متعدد استفاده مي  
واكنشهاي التهابي ضايعات جبران ناپذيري را در بـدن         

نتايج پاتوژنيك بسياري از بيماريهاي      .گذارند به جا مي  
خود ايمن در اثر همين واكنش ناخواسـته التهـابي بـر            

ــت   ــودي اس ــاي خ ــه بافته ــشاهدات ). 1و9(علي در م
 كه شـايعترين بيمـاري التهـابي        MSپاتولوژي بيماري   

التهـاب درمـاده سـفيد        اسـت،  نورولوژيك در جوانان  
و از دست رفتن ميلين     ) CNS(سيستم اعصاب مركزي  

در  .شود ثانويه در اثر واكنش سلولهاي التهابي ديده مي       
فلج و علائـم     بيماران دچار ضعف،   اثر همين تخريب،  

 كــه بــا RAو يــا در بيمــاري). 10(شــوند چـشمي مــي 
تخريب غضروف مفاصل و التهـاب سـينوويوم همـراه        

دو دســته از پاســخهاي ايمنــي ســلولي و  اســت هــر 
ــد    ــت دارن ــايعات دخال ــاد ض ــورال در ايج در  .هوم

 لنفوسيتهاي  +TCD4سلول هاي    مشاهدات پاتولوژي، 
Bمــاكرو فاژهــا و ديگــر  ،)پلاسماســلها( فعــال شــده

شـوند   سلولهاي التهابي در سينوويوم ملتهب ديده مـي       
 در مـايع    TNF-α و   IL-1سايتوكاينهاي مختلفي ماننـد     

رسـد ايـن     انـد كـه بـه نظـر مـي          نوويال يافت شـده   سي
سايتوكاينها باعث فراخواني بيـشتر سـلولهاي التهـابي          

يك نوع  (آنزيمهاي هيدروليتيك نظير كلاژنازها    وتوليد
توســط ايــن ســلولها و ديگرســلولهاي     )MMPsاز 

كه اين آنزيمها موجب     شوند حاضردر ناحيه ملتهب مي   
هـــب تخريـــب مفاصـــل و غـــضروفهاي ناحيـــه ملت

 با توليد آنتي باديهاي  Bلنفوسيتهاي  ). 11-12(شوند مي
مختلف موجب تشكيل كمپلكسهاي ايمني شده كه در        

همين امر موجب فعـال شـدن        مفاصل رسوب كرده و   
شـود   سلولهاي التهابي براي حذف اين كمپلكـسها مـي      

كه بدنبال مزمن شدن بيماري و فعاليـت بـيش از حـد             

ن ناپذيري را برجاي    اين سلولها ضايعات مفصلي جبرا    
  ). 13(گذارند مي

MMPs    هاي پروتئـوليكي هـستند       خانواده اي از آنزيم
 كه توانايي تجزيه اكثـر سـاختارهاي شـناخته شـده در     

هـا و    كلاژنهـا، پروتئوگليكـان   (ماتريكس خارج سلولي  
اگر اهميـت سوبـستراهايي     . دارند را) ها گليكوپروتئين

د تجزيه كننـد را در      توانن كه متالوپروتئينازهاي فعال مي   
نظر بگيريم وجود كنترل شديد برفعاليت آنها  تعجـب          

ها در سطوح مختلفـي      اين كنترل  .بر انگيز نخواهد بود   
شود كه اغلب سـلولها در       گيرد و باعث مي    صورت مي 

 حالت طبيعي مقدار بسيار اندكي از ايـن آنـزيم هـا را            
ها در ايجاد   MMPهاي پاتولوژيك    از نقش . توليد كنند 

   . عروقي است–بيماري هاي قلبي 
آترواسكلروزيس فرايند التهابي مزمني اسـت كـه درآن    
تجمع ماتريكس خـارج سـلولي  سـلول هـاي عـضله          

باعـث   صاف و ماكروفاژهـا در لايـه انتهـايي عـروق،          
در .شـود    هـايي در ناحيـه ملتهـب  مـي          تشكيل پـلاك  

مطالعـات مختلفــي نــشان داده شـده اســت كــه فعــال   
 هـاي   MMPسمينوژن سبب فعال شـدن      هاي پلا  كننده

مربوط به ماكروفاژهـا ي مهـاجر محـل آترواسـكلروز       
  ).14-16(شوند شده و سبب تخريب آنها مي

ژي بكار رفته براي درمان بعـضي از بيماريهـاي        ت استرا
ــد      ــابي مانن ــد الته ــاي ض ــتفاده از داروه ــابي اس الته
كورتيكواستروئيدها به منظـور كـاهش آزار بـافتي بـه           

ر مراحل اجرائي پاسـخهاي ايمنـي پاتولوژيـك         ويژه د 
داروهـاي ديگـري مثـل آنتاگونيـستهاي سـايتو           .است

و نيــز عــواملي كــه از ) TNF وIL-1(كاينهــاي التهــابي
 آورنـد،  مهاجرت لكوسيتها به بافتها ممانعت بعمل مـي       

از نظــر اثــرات ضــد التهــابي هنــوز در حــال بررســي 
شـكي در   عليرغم پيـشرفتهاي علـوم پز      ).17(باشند مي

زمينه درمان بيماريهاي التهابي خودايمن تا كنون درمان      
مـا   .قطعي براي اين گونه بيماريها شناخته نشده اسـت        

در اين مطالعه سعي بر آن داشتيم كـه رونـد پيـشرفت             
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واكنشهاي التهابي را با مكانيسمي متفاوت از آنچه كـه          
در مورد مكانيسمهاي ضد التهابي داروهاي استروئيدي       

 استروئيدي وجود دارد كند و يـا حتـي متوقـف            و غير 
  .كنيم

 در سالهاي اخيـر بـراي درمـان         3,4DAوAP-4داروي  
 مورد استفاده قرار    MSبيماري خود ايمن التهابي نظير      

از آنجا كه اين مواد بلوك كننـده كانالهـاي           اند و  گرفته
و هـر يـك از سـلولهاي بـدن نيـز             باشـند  پتاسيمي مي 

انالهـاي يـوني مـشخص      توسط رسـپتور خاصـي از ك      
تمـايزي در ميـان      -شوند و يك حالت اختـصاصي      مي

در سـلولهاي مختلـف      ) KV(كانالهاي وابسته به ولتاژ   
تـوان بـا بلـوك كـردن ايـن كانالهـا از              وجود دارد مي  

 ).18(فعاليت بيش از حد و زيانبار آنها جلوگيري كـرد         
ــاژ   ــه ولت ــسته ب ــيمي واب ــاي پتاس ــه در (KV)كاناله  ك

ن سلولي دخالت دارند، يك گروه بزرگ و        پروليفراسيو
ــردي     ــاختاري و عملكـ ــاي سـ ــوع از پروتئينهـ متنـ

چهــار نــوع اصــلي از كانالهــاي پتاســيمي،   .باشــند مــي
 در سلولها شناخته    KV-4 و   KV-1،KV-2،KV-3يعني
نتايج حاصل از تحقيقات مشابه بـرروي مـدل       .اند شده

 توسـط 1996 تجربي آسيب طنـاب نخـاعي در سـال          
Peres Espejo،نشان داد كه سـيگنالهاي    و همكارانش

 AP-4عــصبي و عملكــرد طنــاب نخــاعي در حــضور 
همچون انفيلتراسيون  (بهبود يافته است و علائم التهابي     

ايجــاد شــده در اثــر آســيب وارده ) ســلولهاي التهــابي
در مطالعــه ديگــري كــه در  ).18(كــاهش يافتــه اســت

بـر   و همكـارانش  Sonia Franciosi توسط 2006سال
ــردي    ــخهاي عملكـ ــلولي و پاسـ ــيگنال سـ روي سـ

-4كـه داروي   نـشان داد   ميكروگليال انساني انجام شد،   

AP         بعنوان يك ممانعت كننده پاسخهاي التهابي عمـل 
يك دليل براي بهبودي علائم بيماريهـاي       ). 19(كند مي

ــا  ــرتبط ب ــاي  T-Cellم ــتفاده از بلوكره ــام اس  در هنگ
ولي كلـسيم و    افـزايش داخـل سـل      كانالهاي پتاسـيمي،  

عملكرد كانالهـاي پتاسـيمي بـراي        .شروع آپپتوز است  
  ).20( بالغ ضروري استTپروليفراسيون سلولهاي

  
  نتيجه گيري

آنچه كه از نتايج و آناليزهاي آماري و مشاهدات راديو 
هيستوپاتولوژي بدست آمد نشان داد كه  گرافي و
شدت التهاب را در حيواناتي كه اين دارو AP-4 داروي

 دريافت كرده بودند به طور چشمگيري كاهش داده را
گروهي كه غلظت بالاي دارو را دريافت كرده . بود

به گروههائي   نسبت)Treatment2وrevention2 (بودند
 كه غلظت پائين دارو را دريافت كرده بودند

)Prevention-1وTreatment-1( علائم التهابي را درحد
   .تري نشان دادند پائين

 Prevention-2و Prevention-1  روههاي همچنين گ
 Treatment-2 وTreatment-1 نسبت به گروههاي

اين يافته . علائم التهابي را در حد كمتري نشان دادند
اول اينكه نشان داد كه دارو : دستاورد مهم داشت دو

ايجاد واكنش  اي در  نقش پيشگيري كنندهاحتمالاً
 وPrevention-1 التهابي داشته باشد، چراكه گروههاي

Prevention-2  كه يك هفته قبل از ايجاد واكنش
 ميكروليتر از دارو را دريافت 1/0التهابي روزانه 

 وTreatment-1 كردند در مقايسه با گروههاي مي

Treatment2  كه يك هفته بعداز ايجاد واكنش التهابي
 كردند، ميكروليتر از دارو را دريافت مي1/0روزانه 

 دوم اينكه دارو. بروز دادند خفيفتري راعلائم التهابي 
از طريق بلوك كردن كانالهاي پتاسيمي وابسته  احتمالاً
باعث سركوب شدن سلولهاي ايمني و   (KV)به ولتاژ

جلوگيري از پروليفراسيون بيشتر سلولهاي التهابي و 
 تاثير نكته قابل توجه، .پيشرفت التهاب شده است

  است وBSAبادي بر كاهش توليد آنتي AP-4داروي
توان  كند كه مي همين يافته ما را به آينده اميدوارتر مي

با استفاده از اين دارو مانع از پيشرفت بيماريهاي 
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 AP-4رفت كه داروي اگر چه انتظار مي .التهابي شد
 را كاهش دهد اما MMP-2بتواند ميزان فعاليت 

هاي ما نشان داد كه عليرغم كاهش اندك ميزان  يافته
اين كاهش   ،Prevention-2يت اين آنزيم در گروه فعال

 بر فعاليت AP-4 دهد كه معني دار نبوده و نشان مي
MMP-2دستاورد مهم اين تحقيق تاثير  . بي تاثير است

 در كاهش شدت التهاب با AP-4قابل قبول داروي 
استفاده از كاهش انفيلتراسيون سلولهاي التهابي و 

 ضد آنتي ژن كاهش ميزان توليد آنتي بادي

رسد دارو با استفاده   بود كه به نظر مي(BSA)تزريقي
 و يا Bاز بلوك كردن كانالهاي پتاسيمي سلولهاي

 از طريق آپپتوز اين سلولها توانسته است ميزان احتمالاً
البته اين  . را كاهش دهد BSAتوليد آنتي بادي ضد

طلبد و اين تحقيق  هاي بيشتري را مي ها بررسي يافته
ادي كمك بيشتري در راستاي درك بيشتر ما از بني

چگونگي مكانيسم واكنشهاي التهابي و درمان 
  .كند ميكارآمدتر بيماريهاي التهابي 

  

 منابع 
 

  
1. Peretz B.Refuat Hapeh Vehashinayim. Inflammation--a defense mechanism only?2008 Nov; 25(4):84. 
 
2. Si-Tahar M, Touqui L, Chignard M.Innate immunity and inflammation--two facets of the same anti-
infectious reaction.Clin Exp Immunol 2009 May; 156(2): 194-8.  
 
3. Kim H, Kim J, Park H. Correlation of Anti-Cyclic citrullinated Antibody with Handjoint Erosion Score 
in Rheumatoid Arthritis Patients.2010; 25(2):201. 
 
4. Park Ji H, Lee HS, Son JD, Oh WK, Kim HK, Song HS, etal. Antiarthritic Effect of Bee Venom. 
Arthritis & Rheumatism 2004; 50: 3504-3515. 
 
5. Loboda A, Armstrong M.A model for 4-Aminopyridine Action on K channels: similarities to 
tetraethylammonium. Ion action biophysical journal 2001;81:895-904. 
 
6. WiseyWM. Diaminopyridine treatment of neurological disorders. 2003. 
 
7. Judge VIS, Lee MJ, Jr Bever TC, Hoffman MP.Voltage-gate potassium channel in Multiple Sclerosis: 
Overview and new implication for treatment of centeral nervous cystem inflammation and degeneration. 
Journal of Rehabilitation Research & Development 2006; 43:111-122. 
 
8. Straussa V ,Wissela k, Ung S ,Wulff H, Hänselc W, Zhu J, etal. K+ channel-blocking alkoxypsoralens 
inhibit the immune +'~ responseo f encephalitogeniTc line cells and lymphocytesf rom t;c Lewis rats 
challenged für experimental auto immune Encephalomyelitis. Immunopharmacolog 2000; 5: 1-63. 
 
9. Jennifer M, McCoy  jM, Wicks jR, Audoly LP. The role of prostaglandin E2 receptors in the 
pathogenesis of rheumatoid arthritis. J Clin Invest 2002 ; 110:651–658. 
 
10. Bradl M, Lassmann H. Progressive multiple sclerosis. Semin Immunopathol 2009. 
 
11. Georgiadis NA, Papavasiliou CE, Laida SE, Alamanos Y, Kostara C,Tselepis DA, etal. Atherogenic 
lipid profile is a feature characteristic of patients with early rheumatoid arthritis :effect of early treatment 
–a prospective,controlled study. Arthritis Research&therapy 2006 ; 8:82. 
 
12. Agmon-Levin N, Paz Z, Israeli E, Shoenfeld Y. Vaccines and autoimmunity 2009; 5: 648-52. 
 

25  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

07
 ]

 

                             9 / 10

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-130-en.html


   ..… آمينوپيريدين -4بررسي اثر داروي 

 

       1387 زمستان 4 شماره 2دوره ) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 

13.Weissmann G.The Pathogenesis of Rheumatoid Arthritis. Bulletin of the NYU Hospital for Joint 
Diseases 2006 ; 64 (1-2). 
 
14. Ingersoll EP, Pendharkar NC. Characterization and expression of two matrix metalloproteinase genes 
during sea urchin development. 2005; 5: 727-32. 
 
15. Amline C, Caruntu ID, Eliza SH, Balan RA. Matrix metalloproteinases involvementin pathologic 
condition 2010; 51(2): 215-228. 
 
16. Moss N, Barbolina M V,Lin Y, Sun L, Munshi HO, Stack M S. Ovarian Cancer Cell Detachment and 
Multicellular Aggregate Formation Are Regulated by Membrane Type 1 Matrix Metalloproteinase: A 
Potential Role in I.p. Metastatic Dissemination 2009. 
 
17. Douni E, Sfikakis PP, Haralambus S, Fernandes P, Kollias G. Attenuation of inflammation poly 
arthritis in TNF transgenic mice by diacerein:comparative analysis with dexamethason,methotrexate and 
anti-TNF protocols. Arthritis Res ther 2004; 6: 65-72. 
 
18. Thorneloe KS,Chen TT. Molecular Composition of 4-Aminopyridine SensitiveVoltage-Gated K_ 
Channels of Vascular Smooth Muscle. 2001;89:1030-1037.  
 
19- Matsumoto S,Tanimoto T,Yoshida S, Ikeda M, Takeda M, Saiki C, etal. Effects of Acetazolamide 
and 4-Aminopyridine on CO2-induced Slowly Adapting  Pulmonary Stretch Receptor Inhibition in Rats. 
Chem Senses 2004; 29: 351–361.  
 
20. Sadanaga T, Ohya J, Ohtsubo T, Goto K. Decreased 4-aminopyridine sensitive  K+currents in 
endothelial cells from hypertensive rats. Hypertens Res 2002; 25: 589-596. 

26  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

07
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

https://journals.tums.ac.ir/payavard/article-1-130-en.html
http://www.tcpdf.org

