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 خلاصه  

است که با    یمرکز  ي عصب  ستم یمزمن س  يمنيخودا  یماریب  کي(  MS)  سياسكلروز  پلیمولت  مقدمه:

. مدل  کنديم  ریهمراه بوده و عمدتاً زنان جوان را درگ  يو اختلال عملكرد نورون  شدن نهیل یالتهاب، دم

بهEAE)   يتجرب  منيخودا  تیلیآنسفالوم  يوانیح شب (  استاندارد  مدل    ی ولوژيزیپاتوف   یساز هیعنوان 

MS  م و و  يجنس   ی ها. هورمونشودياستفاده  استروژن  تعد  D  ن یتاميمانند  و    ي منيا  ی هاپاسخ  ل يدر 

  وليبتا استراد-17و    D3  ن یتاميو  ي بیترک  يمطالعه اثرات درمان  ن ينقش دارند. ا  یماریکاهش شدت ب

 کرد. يبررس EAEرا در مدل 

تجرب  ن يا  در  روش کار: نژاد    32  ،يمطالعه  ماده  گروه    شدهياوارکتوم  C57BL/6موش  چهار  به 

القا    35MOG-55  د ی پپت  قيبا تزر  EAEشدند.    می، استروژن و کنترل تقسD3  نیتاميو  ،يبیدرمان ترک

ترک ک  100روزانه    يبیشد. گروه  بر  داخل صفاق به  D3  نیتاميو  لوگرم ینانوگرم  پلت    يصورت    15و 

استراد-17  يگرميلیم ف   ول يبتا  دوز  دریباردار  کيولوژيزی)معادل  ارز  افتي(    ، ينی بال  یهايابيکرد. 

الايزا  ها نيتوکايسا  یریگاندازه   ،BrdUبا    ي سلول  ریسنجش تكث   ، يشناسبافت بررس  با  با    انیب   يو  ژن 

Real-Time PCR  روش(ΔΔCt .انجام شد ) 

  1/ 1±0.1  ينی نمره بال ن یانگیکاهش داد  )م یطور معناداررا به  ينی شدت علائم بال يبی ترک درمان نتایج:

را مهار کرد    يسلول  ریو تكث  ي التهاب  یها ، نفوذ سلول (p<0.001)  کنترل،   گروه  در   4.5± 0.15  برابر  در

(0.001>p)ي التهاب  ی هانيتوکاي. سا  (IL-6  ،IL-17  ،TNF-α  ،IFN-γکاهش و سا )ی هانيتوکاي  

افزاIL-4  ،IL-10  ،TGF-β)  يضدالتهاب و    T-bet  یهاژن  انیب  (.p<0.001)همگي  افتندي  شي( 

RORγt    و تغ   افتي  شيافزا  GATA3و    Foxp3کاهش  موجب  و    Th1/Th2نسبت    رییکه 

Th17/Treg ديگرد  ينفع پاسخ ضدالتهاببه. 

اثرات هم  D3  نیتاميزمان وهم  زيتجو   گیری:نتیجه  استروژن  ا  يضدالتهاب  یافزاو  در    يمیتنظ منيو 

 باشد.  MSدرمان  یبالقوه برا یكرديرو توانديداشته و م EAEمدل 

کلیدی:   اسكلروزيس کلمات  خودايمن ،  مولتیپل    یمرکز  يعصب  ستمیس تجربي،    آنسفالومیلیت 

(CNS) ،ويتامین  ،استروژنD3 
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مقدمه 

مزمن است    منيخودا  یماری ب  کي  1( MS)  سياسكلروز  پلیمولت

دم و  التهاب  با  س  ون یناسیلیکه    2( CNS)  یمرکز  يعصب  ستمی در 

م تأث  وشود  يمشخص  تحت  را  جوان  بزرگسالان  قرار    ریعمدتاً 

ژنت.  دهديم استعداد    کيمونولوژياو    يطیمح  ي،كیعوامل  در 

آن هنوز ناشناخته    ق ی، اما علت دقابتلا به اين بیماری نقش دارند

التهاب  کي  جادي ا  سبب   يمنيا  ی هاپاسخ  . (1)است   در    ي واکنش 

CNS    و    سون از دست دادن آک   ون،یناسیل یدمشده که به دنبال آن

 ،يحسيمانند ضعف، ب  ينیو علائم بال   دهد رخ مي  ياختلال عصب

ب تغ  يخستگ  ،يينای اختلال  کند  بروز مي  يذهن  یعملكردها  رییو 

ب(2) پاتوژنز  فعال   یماری.  سلول با  نفوذ  و    ی اهسته تک  یهاشدن 

  ي اختصاص  B  یهاو سلول   T CD4، +T CD8+ یهاسلول  شامل

است    CNS  بهژن  يآنت   خودايمن   تی لیآنسفالوم.  (3) همراه 

ح  نيترج يرا  ،3( EAE)  يتجرب برا  يوانیمدل  استفاده    ی مورد 

ا  MS  مطالعه طريق  مدل    نياست.  با    واناتیح  یسازمن يااز 

سبب   جاديا  ، نیلیم  ی هاژنيآنت و  دم  شده  و    ون یناسیلیالتهاب 

CNS ی ماریمشابه تظاهرات بMS  (4)د شويم . 

ترشح    Th17و    Th1  هایسلول طريق  و    IL-17و    IFN-γبا  از 

فعالبه  و  سلول کارگیری  يا  سازی  ايمني  پیش    القای های  اثرات 

الیگودندروسیت  بر  پاتوژنز    ها،آپوپتوتیک  اساسي  MSدر   نقش 

طرفي،   از  در   4(Treg)  يمیتنظ  T  یهاسلول دارند.  حفظ    که 

و   اتحمل  هستند،ضرور  يمنيهموستاز   يمهم  ينقش محافظت  ی 

اساس    .(5)  کننديم  فايا  EAEدر   فاقد    یهاموش  ،هاافتهيبر 

م  EAEبه    یشتریب  تیحساس  ،Treg  یهاسلول در    دهند،ينشان 

سلول   يحال انتقال  بروز    سبب  Treg  یهاکه    EAEکاهش 

اين،   .شوديم بر  سلول   IL-10  علاوه  از  که  ترشح    Th2های  نیز 

تنظیم شود،  مي عنوان  وبه  تعديل  در  و  کرده  عمل  منفي   کننده 

 . (6)  نقش دارد EAEدر   های ايمنيمهار پاسخ

داده    MSو    EAE  یولوژیدمی اپدر    ي تیجنس  یهاتفاوت  نشان 

هورمون  که  مهم  يجنس  یهااست  پاتوژنز    ينقش  اين  در 

 
1 Multiple Sclerosis 

2 Central nervous system 

3 Experimental autoimmune encephalomyelitis 

4 Regulatory T cells 

در زنان بیشتر است، اما میزان    MSاگرچه بروز  .  دارند  هایماریب

مي کاهش  بارداری  اواخر  در  آن  اين،  يابدعود  بر  علاوه   .

دهد  های حیواني نیز کاهش مي را در مدل   EAEبارداری، علائم  

خون    ن يبالاتر.  (7) استروژن  آخر که  سطح  ماهه  سه  طول  در 

ميباردار مشاهده  م  شود،ی  کاهش  باردار    زانیبا  زنان  در  عود 

به   توجه  رییتغ  مارانی ب  ن يا  . است  همراه   MSمبتلا  از    ي قابل 

باردار  Th2  سايتوکايني  ليپروفا دوران  پروفا  ی در   ليبه 

از    Th1  ينايتوک ايس مطالعات    . (8)دهند  مينشان    زايمانپس 

  ، EAE( در مدل E2)  نشان داده است که درمان با استروژن  بالیني 

س مولكول هاينايتوک اتولید  رشد،  فاکتورهای  چسبندگي،  ،  های 

 های القا شده با های کموکاين را در موش گیرنده   ها وکموکاين

EAE مي اين،  (9)  دهدتغییر  بر  علاوه  استروژن.  با  در    درمان 

به   مبتلا  باليم  MSبیماران  علائم  و    ينی تواند  بخشد  بهبود  را 

استروژن،    ی سطوح بالا  ن،يبنابرا  را کاهش دهد   يتظاهرات عصب

در کاهش  تواند  ميدهد،  يرخ م  یهمانطور که در دوران باردار

 . (8)  باشدمؤثر در زنان  MSشدت 

ندارد  MSبیماری   اختصاصي  کورتون   و  درمان  از  و  استفاده  ها 

ترين روش درماني است.  کننده سیستم ايمني، متداول عوامل مهار 

تضعیف سیستم    دارای عوارض جانبي متعدد از جمله   داروها  اين

فعال  گز.  (10)هستند  ايمني   شكل  که  دهد  مي  نشان  ارشات 

ويتامین  -D  ،1  ،25ويتامین   هیدروکسي  تعديل    D3دی  در 

دارد  هایپاسخ نقش  اخیراً  (11)  ايمني  نقش  .  بر  مبني  شواهدی 

ويتامین   است    ارائه   MSدر    Dمحافظتي  مكمل  مصرف    وشده 

به    Dويتامین   مبتلا  افراد  به  در    MSرا  که  افرادی  همچنین  و 

مطالعات    .  (12)کنند  توصیه مي  ، هستند  MSمعرض خطر بالای  

in vivo    وin vitro    از توجهي  قابل  درماني  اثر  شده،  انجام 

  . (13)  نشان داده است  EAEهای آن را بر  يا آنالوگ   D3ويتامین  

محافظت تعديل اعصاب    کنندگيخواص  سیستم   کنندگيو 

به توانايي آن در مهار    MSو    EAEدر    D3ويتامین    ايمني توسط

نسبت    Tregهای  ايجاد سلول و نیز   Th17و   Th1  های سلول   تولید

 . (14)شود داده مي
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زمان اثرات هم   ي به بررس   ي شواهد، مطالعات اندک  ن يبا وجود ا 

و  و  دانش پرداخته  EAEدر    D3  نی تام ي استروژن  شكاف  و   ياند 

مكان   ي مهم  خصوص  دو   ني ا   يي افزا هم   ياحتمال   یها سم یدر 

مقدمات  شواهد  دارد.  وجود  که   يحاک  ي عامل  است  آن  از 

م  و   ي من ي ا   ی ها سلول   ت یحساس   تواندي استروژن  را   D  ن ی تام ي به 

ا  ش ي افزا  و  پاسخ   ن ي دهد  تنظ   ي ضدالتهاب   ی ها تعامل،  را   ي م ی و 

 .( 16,  15)   کند  ت يتقو 

مانند    ييهات ياستفاده از استروژن با محدود  ، يمطالعات انسان  در

ترومبوآمبول تومورها  شيافزا  ، يخطر  بروز  به    ی احتمال  وابسته 

  مدت يمصرف طولان  ی برا  منيدوز ا  ن ییتع  ی هورمون، و دشوار

است   سو(17)همراه  از    D3  نیتاميو  یبالا  یدوزها  گر،يد  ی. 

و    يملاحظات اخلاق  نيا  د.کنن  جاديا  يپرکلسمیخطر ه  تواننديم

کنترل  ،يمنيا مطالعات  مدل انجام  در  مانند    يوانیح  یهاشده 

EAE (18) سازديم ی را ضرور. 

در مطالعات قبلي که توسط ما انجام شده بود اثر بخشي استروژن  

ويتامین   بخشي  اثر  همچنین  و  حاملگي  دوزهای  مدل    Dدر  در 

EAE    تايید قرار گرفت تأثیر  حاضر    ق یتحق   (20,  19,  14)مورد 

ويتامین    استروژن  همزمان  بررسيمورد    EAEمدل    بر را    D3و 

پژوهش،  .  دهدميقرار   اين  از    ی ریجلوگ  ی برادر 

 ژه يودر گردش، به   يجنس  یاهبالقوه هورمون  یهاکننده مخدوش

)  برداریتخمدان   یهاموش از    استروژن   استفاده   OVA )1شده 

  D3  ن یتاميهمزمان استروژن و و  زيبود که تجو  نيفرض بر ا  .شد

هم  توانديم اثرات  پاسخ  یافزابا  سو  يمنيا  یهاخود،  به    ی را 

تنظ  يضدالتهاب  یالگو ب  يمیو  شدت  و  داده  در    یماریسوق  را 

 . کاهش دهد EAEمدل 

 

 روش کار

 مطالعه  مورد جامعه 

تحقیق حاضر به روش تجربي بوده و جامعه مورد بررسي شامل 

32  ( نژاد  Inbredسر موش خالص   )C57BL/6   با محدوده ماده 

تهیه شده و    رانياانستیتو پاستور  از    که  باشديمته  هف  12تا    8سني  

در   سمنان  پزشكي  علوم  دانشگاه  حیوانات  نگهداری  مرکز  در 

 
1 Ovariectomized 

ی محیطي  دماو    ساعت تاريكي  12روشنايي و    ساعت   12شرايط  

 هانمونه  تعداد انتخابنگهداری شدند.    گراددرجه سانتي  22-20

 (n=8)خالص نژاد  ژنتیكي هایويژگي اساس بر گروه  هر در 

(inbred) پیشین مطالعات به استناد با و  شده   استفاده  هایموش 

 و  ژنتیكي همگني دلیل به آن در  که شد،  انجام EAE مدل در

 به دستیابي برای موش 8 تا 5 تعداد  گروهي،بین  واريانس کاهش

 ت.اس شده  گزارش کافي مناسب آماری توان

حیوانات   پژوهش،  مراحل  تمام  آشامیدني  در  آب  و  غذا  به 

اقدامات و    هی کل  .آزادانه دسترسي داشتندبه طور  اندازه کافي و  به 

  د أيیمورد ت  ي قاخلا  یهامطابق با دستورالعمل  ي وانی ح  یهامراقبت

پزشك علوم  طرح    .گرفتانجام    سمنان   يدانشگاه  اخلاق  کد 

IR.SEMUMS.REC.1399.260  .مي باشد 

ویتامین    استروژن  با  درمان  ،یجراح القا  D3و   یو 

 ی باردار

با   بیهوشي  از  پس  اوارکتومي،  انجام    هیدروکلرايد   نیکتامبرای 

ک   گرميلیم  150) زالوگرم یبر  و  بر    گرمي لیم  1/0)  نيلازي( 

تزريق داخل صفاقي،    (لوگرمیک  ايجادبه روش  بر    با  برش  يک 

بافت  و  ها  تخمدان   تحتاني شكم،   ة یروی پوست و عضله در ناح

  ابتدا عضله و   ،هاپس از حذف تخمدان .  خارج شدند  هاآن  يچرب

تا   سپس پوست بخیه زده شد و حیوان در جای گرم قرار گرفت

جراح بیايد.  هوش  القا  يبه  از  قبل  شد.    EAE  ی دوهفته  انجام 

بهبودبه  جراح  واناتیح  ی منظور  عمل  از  به آن  ي،پس  قفس    ها 

 ن یب  منظور از، به کنترلدر حیوانات گروه    خود بازگردانده شدند.

جراحي،  بردن استرس  و  بیهوشي  داروی  تزريق  احتمالي   اثر 

اوارکتومي   مراحل بیهوشي و جراحي به طور دقیق همانند گروه 

 . ها انجام شدبدون حذف تخمدان  ،شده 

 4سرموش در    32  ،استراديولو    D3جهت بررسي تأثیر ويتامین  

گروه  )گروه   هر  و   (سر  8در  سني  شرايط  يكسان    با  با  ) وزني 

شدند   ی بندگروه به طور تصادفي گرم(  7/17±8/0 يمیانگین وزن

 گرفتند.   تحت درمان قرارEAE روز پس از القا  21و تا 

يک گروه    -1شدند:    یبندمیتقسبه شرح زير  گروه    4ها به  موش

مبتلا  تخمدان برداری شده    هایموش   ،مطالعه  های مورد از موش

با    EAEبه   درمان  تحت  که  بتا    -17و  D3 ويتامین  بودند 
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هر کیلوگرم از وزن بدن،    یازابه و    ( قرار گرفتند T1)  ولياستراد

ويتامین    100مقدار   در  Sigma)شرکت    D3نانوگرم  آمريكا(   ،

( سويا  ويتامین  روغن  القا  روز    هررا  D3) حامل  با  همزمان 

ا. علاوه  داخل صفاقي دريافت کردندتزريق  صورت  به  ، به  نيبر 

  گرميلیم  15  یرهاسازبا    ولي بتا استراد  -17  یهاپلت اين گروه،  

)  21در   روز    کي  ( Innovative Research of Americaروز 

 دوزهای  تقريبي معادل مقدار ين تجويز شد. ا  ،EAE  یقبل از القا

 گزارش هاموش بارداری  دوران در شده   مشاهده  فیزيولوژيک

 . (21)است   شده 

،  EAEمبتلا به  تخمدان برداری شده    یهايک گروه از موش  -2

با    تحت هر کیلوگرم    یازابه   که  بودند D3  (T2  )ويتامین  درمان 

  هر در روغن سويا    D3نانوگرم ويتامین    100مقدار  از وزن بدن،  

تزريق   هاآن به  داخل صفاقي  تزريق  صورت  به همزمان با القا  روز  

 شد. 

،  EAEمبتلا به  تخمدان برداری شده    یهايک گروه از موش  -3

با   درمان  تحت  )  -17نیز  استراديول  به  T3بتا  که  گرفتند  قرار   )

استراد  -17  ی هاپلت   ها آن در    گرمي لیم  15  ی رهاسازبا    وليبتا 

 تجويز شد. روز 21

کنترل  -4 استراديول    D3ويتامین  (  CTRL)  گروه    ی هاموش و 

شده   برداری  بـه  تخمدان  که    EAEمبتلا  يبودند  از  روز    ک هر 

روغن سويا   تریليل یم 005/0 ،موش ، به هرEAE یروز قبل از القا

  ی حاو  دارونما  ی هاپلت و  صورت داخل صفاقي  به حلال    عنوانبه 

به   استراديول  شد.    هاآن حلال    ی حاو  دارونما  یهاپلت تجويز 

 . باشندي م ولياستراد بتا-17به جز  يهورمون یهاپلت  یتمام اجزا

 صبح   9تا    8 ساعتبین    روزانه صورتبه  D3 ويتامین تزريق

تزريقي  .  شد انجام دوز  اساس  D3ويتامین  انتخاب  ات  مطالع  بر 

از  که  بود  درماندر    آن   مشابهي  مدل   ها یماریب  جهت    ی هادر 

 .  (22)  شده است حیواني استفاده 

 

 آن ینیبالعلائم  یابی و ارز  EAE یالقا

القا شد:    EAEبیماری   اساس روش کار زير در حیوانات  در  بر 

صفر مقدار روز  الیگودندروسايت    كروگرم یم  250  ،  میلین  پپتید 

از    35MOG1-55  گلیكوپروتئین  بیش  خلوص  درجه  درصد    95و 

میكرولیتر بافر فسفات سالین    100در  (  نیچ،  Biopharm  شرکت)

(PBS)2  کاملمیكرولیتر    100  و )شرکت    ادجوانت  فروند 

Sigma  )آمريكا م  گرميلیم  4  ی حاو،    وم يكوباکتريما  تریليلیبر 

  ، آمريكا( مخلوط Difco Laboratories) H37Ra سيتوبرکلوز

 C57BL/6  موش به هر    پهلو  ناحیه  در  یرجلديصورت زبه و    شد

گرديد و    .تزريق  داشته  آنسفالیتوژنیک  خاصیت  مذکور،  پپتید 

دارای توالي مشابه    یهان یپروتئباعث تحريک پاسخ ايمني علیه  

مغز   سپس،گردديمدر  س  250مقدار    .  سم    3سرفهاه ینانوگرم 

آمريكا(  Sigma)شرکت   سد    منظوربه ،  نفوذپذيری  افزايش 

و  –  خوني فسفات حل شده  بافر  اين    مغزی در  از  بعد  بلافاصله 

صفاقبه بعد    ساعت  48و    تزريق داخل  گرديد   تجويز  يصورت 

برای گروه کنترل نیز مراحل فوق اعمال شد با اين تفاوت  .  (23)

پپتید   ها  آن  به  و     35MOG-55که  بیماری  روند  نشد.  تجويز 

موش وزن  صورت تغییرات  به  ت  ها  از    21  اروزانه  پس  روز 

شرح    یسازمنيا به  بیماری  شدت  و  گرفت  قرار  بررسي  مورد 

 .  (24)بندی شد ( درجه 1زير )جدول 

ی شدت بیماری بر اساس علائم ناشي از  بند درجه. 1جدول 

 35MOG-55تجويز پپتید 

 علائم درجه شدت بیماری 

 عدم ابتلا به بیماری  0

 اختلال در حرکت دم  1

 فلج شدن دم  2

 رفتن راه اختلال در  3

 فلجي يک پا  4

 فلجي هر دو پا 5

 وپا دستفلجي کامل  6

 مرگ 7

 

 

 

 
1 Myelin oligodendrocyte glycoprotein 
2 Phosphate-buffered saline 
3 Pertussis Toxin 
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 یستوپاتولوژیه

بررسي   دم  زانیمجهت  و  در   CNS  بافت  ونیناسیلیالتهاب 

به  هاموش مبتلا  موشEAEی  روز  ،  در  کتام  ام  21ها  و    نیبا 

  ی حاوپرفیوژ حیوان با سرم فیزيولوژی  شدند و    هوشی ب  نيلازيزا

،  نیپارافپس از فیكساسیون با    .انجام شد  دپارافرمالدهی   درصد  4

 تهیه گرديد.  مغز و نخاع از بافت  یمتريلیم 5 یهابرش

اين  CNSبافت    التهاب   يابيارز  منظوربه    رنگ با    ها برش، 

توسط   مقاطع  شدند. یزیآمرنگ (H&E) نيو ائوز  نیلیهماتوکس

 گرديد. يبررس  ینور كروسكوپیم

ز  CNSبافت    التهابمیزان   شرح    صفر: شد.    یبنددرجه  ريبه 

التهاب ي در  التهاب  یهااز سلول   يتعداد کممشاهده    يک:   ، بدون 

عروق  دو:   ،CNSبافت   اطراف  ارتشاح    ش يافزا  سه: و    يوجود 

 . (25) مجاور هایبه بافت  گسترشبا  يشدت کاف دور عروق

با استفاده    هاسلول بررسی میزان تکثیر  و    یکشت سلول

 BrdUاز روش 

(  ربغليو ز  کشاله ران   یلنفاو  غدد )  يطیمح  ی لنفاو  غدد و  طحال  

موش روز    C57BL/6  یهااز  اام    21در  از  جدا   یسازمن يپس 

 RPMI  طیو در مح  شدند  هیته   يسلول  یهاون ی. سوسپانسگرديد

  ن یدرصد سرم جن   10  ی حاو، آمريكا(  GIBCO)شرکت    1640

آمريكا(GIBCO)شرکت    (FBS)  ی گاو در    100،  ،  واحد 

گرم ي لیم  100  ، آمريكا( وGIBCO)شرکت    نیلیسي پن  تریليلیم

م آمريكا(  GIBCO)شرکت    نیسياسترپتوما  تریليلیدر  در ، 

  های پلیت   چاهک( و هر  سلول در    2×610)كي  چاه  24  هایپلیت 

در    4×510)  كيچاه  96 شدند.  هر  سلول  داده  کشت  چاهک( 

  20با غلظت    35MOG-55حضور و عدم حضور پپتید  ها در  سلول

م  كروگرمیم مدت    تریلي لیبر  دما  72به  در  درجه    37  ی ساعت 

و  يسانت   BrdUمحلول  انكوبه شدند. سپس    2COدرصد    5گراد 

م  تر یكرولیم  100) چاهک(  تریليلیبر  و  به  شد  افزوده  ها 

میزان    صورت گرفت.   ديگر ساعت    24ها برای  انكوباسیون پلیت 

ک   هاسلول   ریتكث از  استفاده    ELISA  ،BrdU  يسلول  ریتكث  تیبا 

شرکتسنج)رنگ دستورالعملآمريكا  ، Rocheي،  با  مطابق   ) 

ارزشرکت   تكثیر    شد.  يابيسازنده  میزان  بررسي  آزمايش 

 يک بار بصورت دوپلیكیت برای هر نمونه انجام شد.  هاسلول

-IL-4  ،IL-6  ،IL-10  ،ILی  هانیتوکای سای  ریگاندازه 

17 ،TNF-α ،TGF-β  وIFN-γ با روش الایزا 
از   کشت    72پس  و  اهسته تک ی  ها سلول ساعت  حضور  در  ی 

حضور   از  ژني آنتعدم  رويي  مايع  چاهكي    24ی  هاتیپل، 

غلظت  شد    یآورجمع ،  IL-4  ،IL-6  ،IL-10ی  هاني توکايساو 

IL-17  ،TNF-α  ،TGF-β    وIFN-γ    از استفاده  ی  هات یک با 

شرکت   دستورالعمل  اساس  بر  يک،  هر    دکننده ی تولمخصوص 

با    ،eBioscienceشرکت  )آن   و    ELISAروش  آمريكا( 

خلاصه،    . ندشد  یریگاندازه  طور  از  به  مناسبي    ها ی باديآنتتیتر 

هر چاهک   به  و  تهیه  خود  به  مربوط  پوشاننده  بافرهای    100در 

ي مدت  به  پلیت  گرديد.  اضافه  دما  کمیكرولیتر  در    4  یشب 

 انكوبه شد.  گراديدرجه سانت

مراحل بعد    .ها، بافر بلاکینگ اضافه شدپس از شستشوی چاهک

ترتیب   شست به  اضافهوشامل  رويي  شو،  کشت  محیط  کردن 

نمونه سلول کنار  در  شست   یهاها    افزودن شو،  واستاندارد، 

شست   یباديآنت بیوتین،  با  کونژوگه    افزودن شو،  واختصاصي 

نهايت  HRP آنزيم در  و  شستشو  آويدين،  با  کونژوگه 

بنزيديناضافه  متیل  تترا  سوبسترای  سپس،    بود.   1( TMB)  کردن 

هر   چاهک  يک جذب  اسپكتروفوتومتر از  دستگاه  توسط    ها 

آمريكاStat Fax 2100 Awarenessشرکت  ) موج  ،  طول  در   )

به  باتوجه   هانيتوکاينانومتر قرائت شد و مقدار هرکدام از سا  450

محاسبه    تریليلیگرم در مكوینمودار استاندارد مربوطه، برحسب پ

هر   برای  دوپلیكیت  بصورت  بار  يک  الايزا  آزمايش  گرديد. 

 نمونه انجام شد. 

بیان   میزان  فاکتورهای    هانی توکای ساارزیابی  و 

 Real-time PCRبا  CNSرونویسی در بافت 

ف  هاني توکايسا  انیب میزان    نییتع  یبرا   ی هاسلول   ونیلتراسیو 

در    های تحت درمان و کنترل گروه مغز و نخاع    یهابافت   ،يمنيا

القا ام  21روز   از  از    شدند   جدا  EAE  یپس  طور    هاآن و  به 

 ی سلولي تهیه گرديد.هاون یسوسپانسجداگانه، 

مدت    g  3000دور    در  سلولي  ونیسوسپانس  قهیدق  10به 

به   وژیفيسانتر و  استخراج  شد  پلتRNAمنظور  حاصل   يسلول  ، 

 
1 Tetramethylbenzidine 
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جداساز معرف   حل(  آمريكا  ، Rocheشرکت)   TriPureیدر 

سنتز   ک   cDNAشد.    PrimeScript™ RT reagentتیتوسط 

دستورالعمل  ،  Takaraشرکت  ) با  مطابق  سازنده  شرکت  ژاپن( 

از    Real-time PCR.  گرديدانجام   استفاده  با 

و  ،  Takara)شرکت   TaqMan PCRمسترمیكس ژاپن( 

با دستگاه    ( 2)جدول    هدف   یهاژن   یبرا  ياختصاص  یمرهايپرا

Rotor-Gene 6000    شرکت(Corbett Life Science  )استرالیا ،

شد نسب.  انجام  بتا    mRNA  انیب  يمقدار  مرجع  ژن    –  2با 

 نسبي مقادير محاسبه و ( مقايسه گرديد  β2MG)  نی كروگلوبولیم

 .شد انجام ΔΔCt استاندارد روش از استفاده  با

 

 در مطالعه  استفاده  مورد توالي پرايمرهای  -2جدول

 R پرایمر F پرایمر ژن

IFN

-γ 
5′-

CCAAGTTTGAGG

TCAACA-3′ 

5′-

CTGGCAGAATTATT

CTTATTGG-3′ 

IL-4 5′-

CTGGATTCATCG

ATAAGC-3′ 

5′-

GATGCTCTTTAGGCT

TTC-3′ 

IL-6 5′-

CCAACAGACCT

GTCTATA-3′ 

5′-

GCATCATCGTTGTTC

ATA-3′ 

IL-

10 

5′-

CAGGTGAAGAC

TTTCTTTC-3′ 

5′-

AACCCAAGTAACCC

TTAA-3′ 

IL-

17 

5′-

CCTCAGACTACC

TCAACC-3′ 

5′-

CCAGATCACAGAGG

GATA-3′ 

IL-

23 

5′-

CGGGACATATG

AATCTACTAA-3′ 

5′-

TGTCCTTGAGTCCTT

GTG-3′ 

TN

F-α 

5′-

GGCTGCCCCGAC

TACGT-3′ 

5′-

TTTCTCCTGGTATGA

GATAGCAAATC-3′ 

TG

F-β 

5′-

CGGACTACTATG

CTAAAGA-3′ 

5′-

CTGTGTGAGATGTC

TTTG-3′ 

Fox

p3 

5′-

CAGAGTTCTTCC
5′-

CATGCGAGTAAACC

ACAACA-3′ AATG-3′ 

GA

TA3 

5′-

CTGCGGACTCTA

CCATAA-3′ 

5′-

CATGCGAGTAAACC

AATG-3′ 

T-

bet 

5′-

TGTGGTCCAAGT

TCAACC-3′ 

5′-

CATCCTGTAATGGC

TTGTG-3′ 

RO

R-γt 

5′-

GGATGAGATTG

CCCTCTA-3′ 

5′-

CCTTGTCGATGAGT

CTTG-3′ 

β2

MG 

5′-

CCTGTATGCTAT

CCAGAA-3′ 

5′-

GTAGCAGTTCAGTA

TGTTC-3′ 

 

 ی آمار آنالیز

 و هیستوپاتولوژی هایبررسي بیماری، شدت هایارزيابي تمامي

 مستقل محقق توسط و (blind) کور صورتبه  هاداده  آنالیز

 منظوربه   .شود جلوگیری نتايج در سوگیری بروز از تا شد انجام

بال  لیتحلو    هيتجز بیمارینی علائم  شدت  و  از    هاگروه   نیب   ي 

پارامتريک    روش نیز    (Kruskal–Wallis)آزمون  غیر  و 

گرديد.   Dunn’s multiple comparisonی  هاتست  استفاده 

ی  سطح استروژن باردار  ریتأث  سه يمقاآزمون آنالیز واريانس برای  

مقابل   بال در  کنترل    یهاگروه در  علائم  رفت.  نیبروز  کار  به  ي 

آزمون   از  اين،  بر   Mann–Whitney non-parametricعلاوه 

unpaired t   شد.دوگروه  سه يمقا  منظوربه استفاده  ها  داده   ي 

عنوان  به   p<0.05ند و  شد  نشان داده   SEM  ±  نیانگیصورت مبه 

معن داده   داريسطح  نظربودن  در  شد  ها  جهت  .  گرفته 

 گرديد.استفاده  SPSS 26افزار ها از نرم داده  ل یوتحلهيتجز

 

 نتایج

استروژن  D3  نیتامی وتجویز همزمان   باعث کاهش ،  و 

 می شود  EAEعلائم بیماری 

ي تجويز همزمان استروژن و ويتامین  درمان  یهاها در گروه موش

D    (T1  در روز )پس از القا )روز اوج بیماری( کاهش علائم   17

( دادند  نشان  کنترل  1/1±1/0بیماری  گروه  به  نسبت  که   )

(. علائم  p<0.001( بطور معناداری کاهش يافته بود )15/0±5/4)
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ويتامین   و  استروژن  همزمان  تجويز  گروه  در  D  (T1  )بیماری 

ويتامین   گروه  به  ) D  (T2نسبت  استروژن  2/ 2  2/0±(  گروه  و   )

(T3( )2/0±2( کاهش معناداری نشان داد )p<0.05  .)    بین گروه

)D  (T2ويتامین   استروژن  گروه  و   )T3  معناداری اختلاف   )

نشد. درمانيهاگروه   نیب  مشاهده  گروه  ی   ،T1  ی بهتر  جينتا  

و   همزمان  داشت  استروژن  D3  ن یتاميوتجويز  طور    باًيتقر  و  به 

 (. 1)شكل  کرديمحافظت م EAEکامل در برابر 

استروژن  D3  نیتامی وتجویز همزمان   باعث کاهش و   ،

 شود  یم CNSبه  ینفوذ سلول

، ما CNS  يشناس  بی بر آسو استروژن    D  نیتامياثر و  افتني  یبرا

پس از    21در روز    EAEرا در طول    يالتهاب  يسلول  ون یلتراسیانف

برا ميکرد  يابيارز  یساز  منيا سلول    ونیلتراسیانف   يابيارز  ی. 

ا  ی ها هسته  عروق  ی تک  دور  کاف  توسط    ي،و  نخاع  و  مغز 

ائوز  نیلیهماتوکس آناH&E)  نيو  سلول   زیل(    ی نفوذ   یهاشد. 

  T1  ،T2ی درماني )هادر گروه   ي کاف دور عروق  يکمتر و نواح

مقا(  T3و   )شكل   سه يدر  شد  مشاهده  کنترل  گروه  (.  الف  2  با 

انف   نيکمتر و  به    يسلول  ونیلتراسیالتهاب  مربوط  نخاع  و  مغز  در 

 (. ب 2است )شكل  T1گروه 

موش   یهاسلول و  یهاطحال  با  درمان    ن یتامی تحت 

D3  یهاسلول  ریتکث و استروژن T را کاهش دادند 

EAE   با شده  ها  یماریب  کي  MOG  القا  سلول  واسطه    T  ی با 

قبل از مهاجرت به    EAEدر    خود واکنشگر  T  یاست و سلول ها

CNS  لنفاو غدد  م  يطیمح  ی در  فعال  طحال  برا  يو    ی شوند. 

ها  ریتكث   تی قابل  نییتع هاT  یسلول  سلول  لنفاو  ی،  و    ی غدد 

با   کيو پس از تحر  یجداساز ی ساز  منيروز پس از ا  21طحال  

  BrdUکشت داده شدند و سپس سنجش ادغام    35MOG-55  دیپپت

نتا   ی اتک هسته   یهابه وضوح نشان داد که سلول  جيانجام شد. 

)هاگروه   یهاموش درماني    ر یتكث  تیقابل   (T3و    T1  ،T2ی 

  داشتند و طحال نسبت به گروه کنترل    یدر غدد لنفاو  یترنيیپا

در گروه تجويز   یاتک هسته   یهاسلول میزان تكثیر    (.3)شكل  

ويتامین   و  استروژن  ويتامین  D  (T1همزمان  به گروه  نسبت   )D  

(T2( استروژن  گروه  و   )T3  داد نشان  معناداری  کاهش   )

(p<0.05  ويتامین گروه  بین   .)D   (T2( استروژن  گروه  و   )T3  )

 اختلاف معناداری مشاهده نشد. 

همزمان   استروژن  D3  نیتامی وتجویز  تولو    د ی، 

را  التهاب  شیپ  یها  نایتوکای س   و   سرکوبی 

 دهد  یم افزایشرا  یضد التهاب سایتوکاینهای

،  IL-6  ،TNF-αخاص مانند    يالتهاب  یهانقش واسطه   ن ییتع  یبرا

IL-17  وIFN-γ را در    ی سايتوکاين در طحال و غدد لنفاو  د ی، تول

ا  21روز     ی هاگروه   یها. سلولميکرد  ي بررس  یسازمن يپس از 

قابل  ( T3و    T1  ،T2)  درماني طور  ،  IFN-γ  ،TNF-α  يتوجهبه 

IL-6    وIL-17  میزان  کردند  د ینسبت به گروه کنترل تول  یکمتر .

سايتوکاينهای در گروه    IL-17و    IFN-γ  ،TNF-α  ،IL-6 تولید 

ويتامین   و  استروژن  همزمان  گروه D  (T1تجويز  به  نسبت   )

)D  (T2ويتامین   استروژن  و گروه   )T3  نشان معناداری  ( کاهش 

 ( ويتامین    (.  p<0.05داد  گروه  استروژن  D   (T2بین  گروه  و   )

(T3 اختلاف معناداری مشاهده نشد ) (.الف 4)شكل 

ا   علاوه  در   ن، ي بر  لنفاو   ی ها که سلول   م ی افت ي ما  غدد  و  از    ی طحال 

را   TGF-βو    IL-4  ،IL-10  د ( تولی T3و    T1  ،T2)   درمان   ی ها گروه 

-TGFو    IL-4  ،IL-10  . میزان تولید سايتوکاينهای اند داده   ش ي افزا 

β    و ويتامین استروژن  تجويز همزمان  به  D   (T1در گروه  نسبت   )

ويتامین   ) D   (T2گروه  استروژن  گروه  و   )T3 معناداری کاهش   )

( و گروه استروژن T2)   Dبین گروه ويتامین    (.  p<0.05نشان داد ) 

 (T3  اختلاف معناداری مشاهده نشد )  (. ب   4)شكل 

مداده   نيا نشان  تجو  دهند يها  و    D3  ن یتاميوهمزمان    زيکه 

افزا  حاًیترج  استروژن و    Th2  ی هانيتوکايسا  د یتول  شيباعث 

Treg  تول . در  شودي م  Th17و    Th1  یها نايتوک یس  دیو کاهش 

س تعادل  تنظ  يالتهاب  شی پ  ی ها  ن ايتوک ايواقع،  مدل    يمیو  در 

EAE دهد.  يم رییرا تغ 

 CNSدر  نایتوکای س دیو تول T ینفوذ سلول ها

سلول   يابيارز  یبرا همچن  T  یهانفوذ  و    ن یی تع  ن یفعال 

 mRNA  ان ی، سطوح بCNS  طیزمحيدر ر  T helper  ونیزاسيپلار

فاکتور  هاسايتوکاين سلول    يسي رونو  یها  و  با  توسط    Tمرتبط 

تايم   روز    PCRريل  در  گرفت.  قرار  سنجش  از    21مورد  پس 



 
 همکاران و   ترحمی  ه هدیم                                                                    EAE در مدل D بررسی اثر همزمان استروژن و ویتامین -1346

کاهش   (T3و   T1) درمان یها گروه ، MOG دیبا پپت   EAE یالقا

رونو  هان یتوک یس  انیب فاکتور  و    Th1  (T-bet  ،IFN-γ  يسي و 

TNF-αيسيو فاکتور رونو  هاسايتوکاين   انیب  شي( و افزا  Th2    را

(GATA3 ،IL-4   وIL-10در مقا ) با گروه کنترل نشان دادند   سهي

و فاکتور    هاسايتوکاين  ان یگروه کاهش ب  ن يا  ن ی(. همچن5)شكل  

افزاIL-23  و   Th17  (ROR-γt  ،IL-6  ،IL-17  يسيرونو و    ش ي( 

(  TGF-βو    Foxp3)  Treg  يس يو فاکتور رونو  هان يتوکايسا  انیب

ا  سه يمقادر  را   در  دادند.  نشان  کنترل  گروه  در    راتییتغ  نيبا 

  Th17/Tregو    Th1/Th2  يسي رونو  ی و فاکتور ها  ها   سايتوکاين

ها  گروه  آمار  T3و    T1  یدر  نظر  از  کنترل  گروه  به    ی نسبت 

 (. 5دار بود )شكل  يمعن

تا  زا يالا  جينتا  امدهایپ  نيا ها  ديیرا  اندام  از  که    ی لنفاو   یکرد 

 گرفته شده است.  یاز جمله طحال و غدد لنفاو  يطیمح

 

 

 

 بحث

مزمن در    يالتهاب  ي اختلال عصب  ک ي(  MS)  سياسكلروز  پل یمولت

عمدتاً زنان جوان را تحت   و ( استCNS) یمرکز يعصب ستمیس

م  ریتأث آن ي قرار  اکثر  که  سندهد  در    40تا    20)ی  بارور  نیها 

  ي که آنت  Th17و    Th1  يالتهابشیپ  یهاسلول   .(26)  سال( هستند 

ها م  CNS  یخود  یژن  قرار  هدف  در    ند،دهيرا  شدت  به 

-ILو    IL-4  ،IL-5که    Th2  یهانقش دارند و سلول   MSپاتوژنز  

ايمنيپاسخ  کنند،يم  ترشح را    10   Th1  یهااز سلول   يناش  های 

حال.  (27)  ندنک يم  مهار را   اين    Treg  هایسلول  که  ي در  در 

آن  شده ناکارآمد  بیماری،   تعداد  مو  کاهش    ت یاهم.  ابدييها 

ب التهاب    Tregو    Th1،  Th17  یهاسلول   ن یتعادل  از    CNSدر 

مدل   قيطر در  متعدد  ب  يوانیح  یها مطالعات  در  نشان    ماران یو 

 . (29, 28) شده است  داده 

ای بر چندين کننده ثابت شده است که حاملگي اثرات سرکوب

ويژه در سه بهبود بیماری به  دارد. MSبیماری خودايمني از جمله 

به   مبتلا  زنان  در  بارداری  سوم  مي  MSماهه  .  (30)دهد  رخ 

جمله   ،يجنس  یهاهورمون  استروژن آندروژن  از  و    ها ها 

  ی هاسلول   يمنيا  یهاپاسخ  يده ( در شكلول يو استر  ولي)استراد

T   باردار دوران  و   يات یحنقش    یدر    ي نايتوک ايس  طیمح  دارند 

از   التهاب  Th1  ي التهاب  ش یپ  شرايط غالب  ضد    ر ییتغ  Th2  يبه 

  ق ياز طردر بارداری    (E2)طح بالای استراديول  س.  (31)  کنديم

Th2  (GATA3  ،IL-4  )  هایبا سلول   مرتبط  هایژن  انیب  شيافزا

  Treg  (Foxp3  ،PD-1  ،IL-10  هایسلول   با   مرتبط   یهاژن نیز  و  

بر پلارβ-TGFو   و    گذاشته   ریتأث  T CD4+ یهاسلول   ونیزاسي( 

-Th1  (T-bet  ،IL  هایسلول   با  مرتبط  ی هاژن  ان یب  ،حال  نیدر ع

2  ،TNF-α  ،IFN-γ)   هایسلول   با  مرتبط  یهاژن و  Th17  ROR-

γt)  ،IL-6  ،IL-17  ، (IL-23برعلاوه  .  (32)د  کنيرا سرکوب م-

که   بارداراستروژن اين  اواخر  در  بالاتر  یها  خود    نيبه  سطح 

نیز  عصب  های یماریبدر  رسند،  يم مهمي  .  (33)  دارند   ينقش 

شرح    یمطالعات متعدد  رد  EAEدهنده استروژن بر    اثرات بهبود 

. در مقابل، درمان با پروژسترون تنها اثرات  (34)داده شده است  

درمان  ياندک  است  داشت   EAE  در  پ.  (35)ه    ي نیبالش یمطالعات 

داد استروژ  ندنشان  ف  يهنگام  ،نکه  دوز  در    ک يولوژيزیکه 

باردار ايجاد  محافظت    EAE  مدل  در   شود،استفاده    یدوران 

د که استروژن به عنوان  ندهينشان م   هاپژوهش در واقع،    .کنديم

 . (36) است  MSدر  یاز باردار ي محافظت ناش يمحرک اصل

در بیماری    D  ن یتاميونقش    ر،ی اخ  یهادر سال علاوه بر استروژن،  

MS  آن،    يسرم  نيیسطوح پا  رايمورد توجه قرار گرفته است، ز

  ن يدر چندعلاوه بر اين،  .  دهدي م  شيرا افزا  MSاحتمال ابتلا به  

پا سطوح  افزا  D  نیتاميو  نيیمطالعه،  با  عود،    زانیم  شيسرم 

مرتبط    MSدر افراد مبتلا به    عهيبار ضا  ش يو افزا  ي ناتوان  شيافزا

است و  بنابراين،.  (37)  بوده  منه  D  نیتاميمكمل  در  يتنها  تواند 

-ياستفاده شود، بلكه م  EAE  شرفتیپ جلوگیری از  و    یریشگیپ

 کار رود. به زین MSدر   يندرما رويكرد کيعنوان تواند به

داده بررسي نشان  استروژنها  با  درمان  که  افزايش   اند  سبب 

 ( آزاد  و  متصل  کلسیتريول  فعال  OH-D-1،25سطوح  شكل   ،

مي Dويتامین ويتامین  به  متصل  پروتئین  و  علاوه   .(38)  شود( 

و   D تواند با افزايش بیان ژن گیرنده ويتامینمي اين، استروژنبر

بیان  که   Cyp24a1 کاهش  غیرفعال   OH-D-25، 1)آنزيمي  را 

ويتامینمي از  ناشي  مقاومت  موش   D کند(،  در  های  را 

به  تخمدان  بنابراين،    EAEبرداری شده مبتلا  اثرات  کاهش دهد. 
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ممكن است با حضور استروژن ها    EAEدر    D  نیتاميو  يمحافظت

باردار  ابد ي  شيافزا عوامل  بالقوه  تعامل  دهنده  نشان  در    یکه 

 . (39, 16)است  يمنيخودا

و سطح بالای استروژن    Dدر اين مطالعه، اثرات همزمان ويتامین  

موش تخمدانبر  به  های  مبتلا  شده  و   EAEبرداری  شد    بررسي 

بدون دخالت استروژن    یماری اثرات استروژن اگزوژن در بهبود ب

گرفت. نتايج اين مطالعه نشان  قرار    لیو تحل   هيزا مورد تجزدرون

طور  به  D3بتا استراديول و ويتامین  -17با    همزمان  درمانداد که  

کاهش توجه  بلقا دم  ي سبب  و  مدل    ون یناسیلیالتهاب    EAEدر 

  در و استروژن    D3  نیتاميو  زيتجو های اين مطالعه،  شد. طبق يافته 

به موش مبتلا  کاهش سلول EAE  های  با  از    Th17و    Th1  یها، 

بال پاتولوژ  ينیعلائم  سبب  اما    ،کندمي  یریجلوگ  یماریب  کيو 

 شود.مي  Tregو  Th2  هایافزايش سلول

پ  باًيتقر دهه  بال  کي  شیدو  که    یمحور  ينیمطالعه  داد  نشان 

استريلیم  8  زيتجو روز    وليگرم  مدتدر  بهبود    سببماه    6  به 

غ  MSی  ماریب  تیفعال زنان  م  ریدر   گسترش.  (40)  شوديباردار 

از    يناش  T  یهاژن و مهار سلول يآنت  ياختصاص  Treg  هایسلول

با باردار   ينوسانات هورمون بهبود  یمرتبط  در    يقابل توجه  یبا 

موش  EAEی  ماریب  شدت استدر  بوده  همراه  سلول  ها    های و 

Treg  موش به باردار    یهادر  همچن  EAE  مبتلا  های  موش   نیو 

کننده  افزا  دريافت  موجود    شواهد .  (41)  ابدييم   شياستروژن 

و   یسازدر فعال   D  نیتاميوبا توجه به عملكرد    که   دهدينشان م

تنظ  Th  یهاسلول   زيتما  ها،ت یلنفوس  ریتكث اثرات  بر    يمیو  آن 

  کند يم  فا يا  MSدر پاتوژنز    ينقش مهم   اين ويتامین   ،يمنيپاسخ ا

علاو(42) ويتامین    ن،يابر  ه .  تجويز    ي ذات  ايمنيپاسخ  ،  Dبا 

فعال  شده   تيتقو   د یتول   سرکوببا    يقیتطب  ي منيا  ت یو 

سلول   يالتهاب  یهانايتوک يسا توسط    ترشح   Th1  یهاکه 

با وجود  (43)  کنديفروکش م  شوند،يم   شرونده ی پ  ونیناسی لیدم. 

به   مبتلا  بیماران  داده ،  MSدر  نشان  مختلف  که  مطالعات  اند 

فرآ  D  نیتاميو مي  مهمي  نقشسازی  نیلیم  ند يدر  ايفا  و  را  کند 

الشیپ  یهاسلول  زيتما  میتنظبا  تواند  يم   ، تیگودندروسیساز 

  ن یل یمساخت  مجدد    کيرا کاهش داده و باعث تحر  ونیناسیلیدم

 .(44)  شود

با مرحله    IL-4و    TGF-β  ،IL-10  ی سطوح بالا   با توجه به اين که 

های در    ی بهبود  است   ، EAE  مدل  ،  IL-4  تولید   مهار و    مرتبط 

TGF-β    وIL-10   ب افزا   EAE  ی مار ی شدت  ، ( 45)   دهد ي م   ش ي را 

که   داد  نشان  و  -17با    همزمان   درمان مطالعه حاضر  استراديول  بتا 

،  TNF-αمانند    ي التهاب ش ی پ   ی هان اي توک اي س   د ی تول ،  D3ويتامین  

IFN-γ ،IL-6   وIL-17  ضد   ی ها ن ي توکا ي سا  د ی و تول  داده را کاهش

افزا   TGF-βو    IL-4  ،IL-10مانند    ي التهاب  پس   ش ي را  سطح   داد. 

اما توسعه   Treg  ز ي به نفع تما   D3و ويتامین    استروژن   ی بالا  است، 

Th17   ی هاسلول   . کند ي را محدود م  Treg   می در تنظ   ي نقش اساس 

ا   ی ها پاسخ  تنظ   Treg  ی ها سلول   ت ي تقو   و   دارند   ي من يخود    م ی و 

سلول  روش به   Treg/Teff  ی ها تعادل    ی برا   ي درمان  عنوان 

گرفت   ي مني خودا   ی ها ی مار ی ب  قرار  استفاده  است  مورد  .  ( 46) ه 

داده  نشان  تجويز  مطالعات  که  موش   استروژن اند  به  در  مبتلا  های 

EAE ،   ی ها سلول   ری تكث  T   تول سرکوب    IFN-γ  د ی و  و    کرده را 

علاوه   . ( 47)   دهد ي را کاهش م  Ag  ي اختصاص   T  ی ها سلول   ر ی تكث 

در پاسخ به دوز بالای استروژن در موش های مبتلا    IL-10  ن، ي بر ا 

تواند  ي م   کند و يک اثر سرکوب کنندگي قوی ايجاد مي  EAEبه  

ب  با کاهش  ها کاهش APCتوسط    IIکلاس    MHC  ان ی التهاب را 

نتايج مطالعه  ( 48) دهد    .Nafiseh Toghianifar    و همكاران نشان

به   بیماران مبتلا   نی تام ي در طول مصرف مكمل و ،  MSداد که در 

D  سطوح  ،IL-10    وIL-17   توجه قابل  طور    . کرد  ر ییتغ   ي به 

  ی ها قادر به کاهش نسبت سلول  D ن ی تام ي و  ی بالا  ی دوزها  ن ی همچن 
+T CD4   17کننده    د ی تول-IL   ( 49) ند  بود. 

تجويز   که  داد  نشان  پژوهش  اين  و    D3ويتامین    همزماننتايج 

در   به  هاموش استروژن  مبتلا  سطح  EAEی  افزايش  سبب   ،

کاهش سطح  ضدالتهابی  هانيتوکايسا و  پیش  هانيتوکايساي  ی 

  Chiuso-Minicucciطور که  به طور مشابه، همانالتهابي گرديد.  

  ی ها واسطه  دی تول  D3  نیتامي، درمان با وندداد   ح یتوضو همكاران  

م  IL-17و    IL-6مانند    يالتهاب قابل  يرا سرکوب  کاهش  و  کند 

ب  يتوجه مي  EAEی  ماریدر شدت  بر(50)کند  ايجاد  -. علاوه 

را کاهش    ی و فلج ناشي از آن ماریب  شرفتیپ  ، D3  ن یتاميو  ن،يا

نیز  و    17A-ILکننده  ترشح   T +CD4  ی هاو درصد سلول   دهديم

میزان  را    IL-17A  انیب و  داده  قابل    IL-10کاهش  میزان  به  را 



 
 همکاران و   ترحمی  ه هدیم                                                                    EAE در مدل D بررسی اثر همزمان استروژن و ویتامین -1348

  ن یتامي با و  همزمان  درمان  ن،ي. بنابرا (51)  دهديمتوجهي افزايش  

D    استروژن سلول و  تعادل  عدم  بهبود  و    Th1/Th2  یهابا 

Th17/Treg    تغو سمت    Th17و    Th1از  شرايط    رییبا  به 

   . دهدميقرار  ریرا تحت تأث EAE، روند Tregو   Th2 یهاسلول

با استروژنهای اين پژوهش نشان داد که  يافته و ويتامین    درمان 

D3يسيرونو  یفاکتورها ان یبافزايش  ، سبب GATA3  وFoxp3  

 CNSدر    ROR γtو    T-bet  يس يرونو  یفاکتورها  انیکاهش ب  و

و    استروژنهای تحت درمان شد. در واقع دريافت همزمان  موش

را    Th17/Tregو    Th1/Th2  یهاسلول   نیبتعادل    ،D3ويتامین  

شده   . دهديم  رییتغ ذکر  گزارش    نتايج  همكاران    Wittkeبا  و 

داد نشان  که  دارد    ی هاژن   انیب   D3  نیتاميو  زيتجو  ند،مطابقت 

با   موش   Th2 (GATA-3)مرتبط  در    م یتنظ  BALB/c  ی هارا 

است    ازیمورد ن  Th2  يسلول  زيتما  یبرا  GATA3.  (52)  کنديم

م تنظ  ROR-γt  و  T-betتواند  يو  بنابرا(53)کند    میرا    ر ییتغ  ن ي. 

افزا  Th2به    Th17و    Th1  پ یفنوت ممكن    GATA3  انیب  شيبا 

ب  التهاب  نهیلیدم  یها  یماریاست شدت  را    MSاز جمله    ،يکننده 

د  ن،ی. همچن(54)کاهش دهد   گزارش کردند که    گريمطالعات 

  ي موش  یهال را در مد  Foxp3  د یو تول  انیب  ،D3  نیتاميدرمان با و

EAE  مي ميافزايش  و  را    IFN-γو    IL-17  انیب  توانددهد 

کند مطالعه  (51)  سرکوب  از  حاصل  نتايج   .Liu T    همكاران و 

با   درمان  که  داد    های فاکتور  ان یبتواند  مي  D3  ن یتاميونشان 

دهد  کاهش    را  ROR-γt)و    Th17  ،(T-betو    Th1  يسيرونو

باردار و    یهاموش در دو مطالعه که بر روی  ،  علاوه بر اين  .(55)

  ی هادر سلول   FoxP3  ان یب  شيافزاانجام شد،    E2تحت درمان با  
+CD25 +T CD4  افزا را    Treg  گيکنندسرکوب  تیظرف  شيو 

 . (57, 56)دادند نشان 

ا  با عنوان    EAEمدل    نكه يوجود  پرکاربردتر  ي كيبه    نياز 

درمان  ی برا  ي وانیح  ی هامدل و  پاتوژنز    MSبالقوه    ی هامطالعه 

م ا  د يبا  شود،يشناخته  که  داشت  کامل    ن يتوجه  طور  به  مدل 

  ی ها. تفاوت ستیدر انسان ن  یماریب   یهاي دگیچیکننده پمنعكس

ترک   ياساس و    ،يمنيا  نگیگنال یس  یرهای مس  ،يسلول  بیدر 

دارد که    نیب   ونیناسیلیدم  یهاسمیمكان انسان وجود  و  جوندگان 

تعم  توانديم به   جينتا  یريپذم یبر  بگذارد.  به    ژه،يواثر  پاسخ 

متفاوت باشد،   MS مارانیو ب EAEها ممكن است در مدل درمان

ژنت  ييفاکتورها  رايز تنوع  و    ک،یمتابول   ی هاتفاوت   ،يك یمانند 

پ مح  يمن يا  ستمیس  نی ب  ده ی چیتعاملات  نقش    ط یو  انسان  در 

بنابرا(58)  دارند   یترپررنگ مطالعات    ی هاافتهي  ن، ي.  از  حاصل 

EAE  ازمند یداده شوند و ن  میتعم  ين یبال  ط يبه شرا  اطیبا احت  د يبا  

پ  ديیتأ مطالعات  کارآزما  ترشرفته یپ   ينیبالش یدر    ي نیبال  یهاييو 

 هستند.  يانسان

نشان   ن يا  جينتا  اگرچه مفمطالعه  بالقوه  اثرات  بتا  -17  دیدهنده 

عوارض    دياست، اما با  EAEدر بهبود    D3  نیتاميو و  ولياستراد

گ  ز ین  باتیترک   ن يا  ياحتمال  يجانب قرار  با  ردیمدنظر  درمان   .

افزا  تواند ياستروژن م بروز وقا  شيبا  و    کیترومبوآمبول  عيخطر 

تومورها  کيتحر ب   ی رشد  به   ه وابسته  در مصرف    ژه يوهورمون، 

باشد    مدت،ي طولان سو( 58)همراه  از  مصرف   گر،يد  ی. 

باعث    D3  نیتاميو  ی بالا  ی دوزها  اي  مدتي طولان است  ممكن 

و    هیو عوارض مرتبط با آن، از جمله سنگ کل  يپرکلسمیبروز ه

کل ا(59)  شود   ی ویاختلال عملكرد  اهم  ني.    ي ابيارز  تی موضوع 

درما  قیدق مدت  پا  ن،دوز،  مطالعات    ماران یب  يمنيا  ش يو  در 

 .کنديرا برجسته م ينیبال

 نتیجه گیری 

  D3زمان ويتامین  دهد که تجويز هم های اين مطالعه نشان مي يافته

با کاهش    EAE( در مدل حیواني  17-استراديول-و استروژن )بتا

بالیني، مهار ارتشاح سلولمعني التهابي در سیستم  دار علائم  های 

تولید سايتوکاين )مانند  عصبي مرکزی، کاهش  التهابي  -ILهای 

17  ،IFN-γ  ،TNF-α  ،IL-6سايتوکاين افزايش  و  های  ( 

( همراه است. همچنین،  IL-10  ،IL-4  ،TGF-βضدالتهابي )نظیر  

های ايمني از الگوی التهابي  اين درمان منجر به تغییر تعادل پاسخ

Th1/Th17    تنظیمي الگوی  سوی  با    Treg/Th2به  که  گرديد 

بود.   همراه  حیوانات  در  بالیني  بهبود  و  بیماری  شدت  کاهش 

 ها نیز مؤيد اين تغییرات ايمني بود. تحلیل بیان ژن 

  D3اين نتايج حاکي از آن است که ترکیب استروژن و ويتامین  

به مي ايمنومدولاتور  تواند  رويكرد  يک  تنظیم    محتملعنوان  در 

بیماری پاسخ در  التهابي  مولتیپل  های  جمله  از  خودايمن  های 

ويژگي  به  توجه  با  گیرد.  قرار  توجه  مورد  های  اسكلروزيس 
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هم  اثرات  و  تنظیمي  انجام  ضدالتهابي،  ترکیب،  دو  اين  افزای 

بیشتر بر روی انسان و بررسي اثرات دوز، زمان بندی و  مطالعات 

ميمكانیسم توصیه  دقیق  مولكولي  استفاده  های  امكان  تا  شود 

 بالیني از اين رويكرد فراهم گردد.
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 Abstract 

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease of the 

central nervous system characterized by inflammation, demyelination, and 

neuronal dysfunction, mainly affecting young women. Experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE) serves as a standard animal model for 

studying MS pathophysiology and immune responses. Sex hormones like 

estrogen and vitamin D are implicated in modulating immunity and reducing 

disease severity. This study evaluated the therapeutic effects of combined 

vitamin D3 and 17-beta estradiol treatment on clinical symptoms, immune 

responses, and gene expression in ovariectomized mice with EAE. 

Methods: Thirty-two ovariectomized female C57BL/6 mice were randomly 

assigned to four groups: combination therapy, vitamin D3, estrogen, and 

control. EAE was induced by subcutaneous injection of 250 µg MOG35-55 

peptide. The combination group received daily intraperitoneal vitamin D3 

(100 ng/kg) and a 17-beta estradiol pellet (15 mg/21 days). Clinical scores 

were recorded daily up to day 21. Brain and spinal cord histology, BrdU 

proliferation assays, cytokine levels by ELISA, and gene expression by real-

time PCR were analyzed. 

Results: Combination therapy significantly reduced EAE severity at peak 

disease (mean score 1.1 ± 0.1 vs. 4.5 ± 0.15, p < 0.001), decreased CNS 

inflammatory infiltration and immune cell proliferation (p < 0.001). Pro-

inflammatory cytokines (IL-6, IL-17, TNF-α, IFN-γ) decreased, while anti-

inflammatory cytokines (IL-4, IL-10, TGF-β) increased (all p < 0.001). 

Expression of T-bet and RORγt decreased, whereas Foxp3 and GATA3 

increased, favoring anti-inflammatory immune responses. 

Conclusion: Combined vitamin D3 and estrogen therapy exerts 

synergistic immunomodulatory effects in EAE and may offer a 

promising approach for MS treatment. 
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