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ABSTRACT

Background & objectives: Evidence suggests that microRNAs (miRNAs) are essential for
immune cell differentiation and function. In addition, miRNAs play an essential role in
regulating the expression of pro-inflammatory genes in neurons. Therefore, we investigated
the relationship between miRNA expression and inflammatory markers in the CSF of patients
with multiple sclerosis.
Methods: RT-PCR analysis was performed on CSF samples from patients with multiple
sclerosis (MS) and a control group to measure the expression level of miRNA-21, miRNA-
155, miRNA-182, and miRNA-437. In addition, the levels of the inflammatory cytokines
including IL-1β, IL-6, and TNF-α in CSF were measured using ELISA. A quantitative
turbidimetric method was also used to measure high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP).
Results: A significant difference was found in the expression level of miRNAs and
inflammatory factors in the CSF of patients with MS compared with the control group
(p<0.05). The results of receiver operating characteristic (ROC) analysis showed the area
under the curve for miRNA-21 (AUC=0.97, p<0.0001), miRNA-182 (AUC=0.97, p<0.0001),
and miRNA-155 (AUC=0.96, p<0.0001). The miRNA-155 level in CSF played a very
important role in the accurate diagnosis of MS. Significant correlations were found between
inflammatory cytokines and miRNA-21, miRNA-155, and miRNA-182, as well as an indirect
and moderate correlation between miRNA-437 and hs-CRP.
Conclusion: In MS patients, CSF levels of IL-1, IL-6, TNF-α, hs-CRP, and selected miRNAs
can be used as biomarkers of CNS inflammation and neurodegenerative processes.
Keywords: Multiple Sclerosis (MS); MicroRNAs; Inflammatory Markers; Receiver Operating
Characteristics (ROC)
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قدمهم
یـک بیمـاري خـود ایمنـی     )MSمولتیپل اسکلروزیس (

است که در آن کمبـود دفـاع ایمنـی یکـی از مشـکلات      

لیـرغم  اصلی در سیستم عصبی مرکزي انسان اسـت. ع 
هـا،  عدم درك دقیق دخالت سیستم ایمنی در بیمـاري 

که شامل ]1،2امل مختلف زیادي وجود دارد [هنوز عو

چکیده
 ـتواننـد ب یهـا م ـ آنن،یگذارند. علاوه بر ایمریتأثیالتهابيهاسلولو عملکردزیبر تماهاRNAکرویم:و هدفنهیزم انی
بـا  هـا آنو ارتبـاط هـا  RNAکـرو یممیـزان بیـان   در این مطالعـه  نیکنند. بنابرامیها تنظرا در نورونیالتهابشیپيهاژن

شده است.یبررس)MS(سیاسکلروزپلیمولتمبتلا بهمارانیدر ب)CSFی (نخاعيمغزعیمایالتهابفاکتورهاي
در miRNA-437وmiRNA-21 ،miRNA-155،miRNA-182انیــبزانیــمنیــیتعيبــراRT-PCRازروش کــار:

وIL-1β ،IL-6ی التهابيهانیتوکی. سطح سگردیدو گروه کنترل استفاده MSمبتلا بهمارانیبینخاعيمغزعیمايهانمونه
αTNF-ـابـر شد. علاوهيریگاندازهزایالبا استفاده ازینخاعيمغزعیمارد  بـا اسـتفاده از   hs-CRPین وتئسـطوح پـر  ن،ی

.شديریگاندازهیکمیسنجکدورتيهاکیتکن

از گروه شتریبيداریبه طور معنMSمبتلا بهمارانیبینخاعيمغزعیمادریها و عوامل التهابRNAکرویمانیبها:افتهی
،p،97/0(miR-21>0001/0(يبـرا ی منحنریزهیناحنشان داد که ROCیمنحنلیو تحلهیتجزجینتا).p>05/0(کنترل بود

)0001/0<p،97/0(miRNA-182برايو)0001/0<p،96/0(miRNA-155  ـمنینشـان داد. بـالاتر  حیصـح صیتشـخ زانی
 ـدار آمـاري یمعنرابطهبر اینعلاوه ود.بینخاعيمغزعیمادرmiRNA-155مربوط به سطوحMSمبتلا به مارانیب نیب

دار یمعنو متوسطمیرمستقیغیهمبستگکیبود، اما miRNA-182و miRNA-21،miRNA-155ویالتهابيهانیتوکایسا
مشاهده شد.hs-CRPوmiRNA-437نبی
یانتخابيهاRNAکرویمت تاثیرتحIL-1β ،IL-6 ،TNF-α ،hs-CRPمطالعه حاضر نشان داد که سطوحجینتا:يریگجهینت
و يمرکزیعصبستمیالتهاب سیستیزيبه عنوان نشانگرهاتوانند میهاRNAکرویمگیرند. اینی قرار مینخاعيمغزعیما

.مهم تلقی شوندMSمبتلا به مارانیدر بیعصببیتخريندهایفرآ

)ROC(رندهیگیاتیعملیمنحن،یتهاباليها، نشانگرهاRNAکروی، مسیاسکلروزپلیمولت:يدیکليهاواژه
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ناتوانی ایمونولوژیک در تشـخیص خـود از غیـر خـود،     
التهاب مداوم سیستم عصبی مرکزي و تغییرات ناگهانی 

هاي ماده خاکستري در در ایمنی تطبیقی است. بیماري
نقــش دارنــد. دمیلیناســیون، از MSایجــاد نــاتوانی در 

آتروفی نرون، و کاهش تـراکم سـیناپس   دست دادن/
]. میکروگلیـا و  1کنـد [ ها کمک مییا گلیال به رشد آن

شوند و به فعال میTهاي آستروگلیا با حمله به سلول
].2کنند [تغییرات سیناپسی و عصبی کمک می

ی براي حفظ ثبـات شـیمیای  )CSF(نخاعی-مغزيمایع 
متابولیک و مواد زائد بافت مغز و از بین بردن سموم 

نخـاعی -مغـزي ترکیب مولکولی مـایع  ضروري است.
-مغـزي مانند مغز است. بنابراین، تجزیه و تحلیل مایع 

هـاي  منبع بالقوه بیومارکرهـاي جدیـد بیمـاري   نخاعی
عصبی است. عـلاوه بـر ایـن، امکـان ارزیـابی مسـتقیم       

در سیستم عصبی مرکـزي و  فرآیندهاي التهابی خاص 
تشخیص تغییـرات الگـوي ایمنـی مـرتبط بـا پیشـرفت       

]. علاوه بر این، نشانگرهاي 3کند [بیماري را فراهم می
و TNF-α، 6-، اینترلـوکین 1-التهابی مانند اینترلـوکین 

CRP افـراد مبـتلا بـه بیمـاران     نخاعی-مغزيدر مایع
هـا  ]. سـیتوکین 4،5شناسایی شـده اسـت [  MSمبتلا به 

کردن سیستم ایمنـی ضـروري هسـتند و در    براي فعال
توسعه و حفظ محیط التهابی نقش دارند. بـا ایـن حـال،    

بیماران مبتلا نخاعی-مغزيپروفایل سیتوکین در مایع 
]. چنـدین مطالعـه   6است [محدود و ناسازگار MSبه 

، MSهاي سرم بیماران مبتلا به اند که نمونهنشان داده
IL-6دهند. با ایـن حـال، ایـن مطالعـات     میرا افزایش

-دهد که تغییرات کمی در مقایسـه بـا گـروه   نشان می
هاي کنترل وجود دارد یا فقط علائم جزئی وجود دارد 

]. در طول عودها و در ارتباط با اخـتلالات عصـبی   9-7[
فــروکش -عودکننــدهاسامموجــود، ســرم بیمــاران 

دهــدرا نشــان مــیIL-6افــزایش )(RRMSکننــده
]10،11.[CRPدهنده فـاز حـاد اسـت کـه     یک واکنش

توسط بافت کبد در پاسخ به آسیب، عفونت یا التهـاب  
هـاي  هاي مختلـف گیرنـده  شود که محركمنتشر می

ــیتوکین و 1-هـــاي اینترلـــوکینخاصـــی را بـــراي سـ

]. در بسـیاري از  12،13کننـد [ فعـال مـی  6-اینترلوکین
ــطوح   ــات، س ــتلا CRPمطالع ــراد مب ــون اف ــه در خ ب

-بـا پـاتوفیزیولوژي  اسامهاي بالینی مختلف زیرگروه
گیـري تعیـین   اي معمولی و مشخصه در زمان نمونهه

اران شد. بنابراین، سطح پروتئین پلاسما و سرم در بیم
اس تمایز نیافتـه بـالینی و در طـول بیمـاري     مبتلا به ام

RRMSگیري شد و در طول بهبودي و مرحلـه  اندازه
]. 14،15ي در محـدوده مرجـع بـود [   پیشرونده بیمار

RRMSافزایش سطح پروتئین خون در افراد مبتلا به 

در طول بهبـودي بـالینی، مراحـل پیشـرونده اولیـه و      
مشـاهده  MSثانویه و حتی در زنان بـاردار مبـتلا بـه    

]. بنابراین، مطالعات بیشتري براي تعیین 16شده است [
آن در و نقش نخاعی-مغزيمشخصات سیتوکین مایع 

مورد نیاز است. MSپاتوژنز بیماران مبتلا به 
هاي کوتاه غیر کدکننده با طول RNA، هاRNAمیکرو 

هـــا بـــه عنـــوان نوکلئوتیـــد هســـتند. آن25تـــا 18
ــوالیRNAمیکــرو ــه از ت ســنتز DNAهــاي هــاي اولی

ساز و بـالغ  هاي پیشRNAشوند و سپس به میکرو می
اتصـال مکمـل   هایی با RNAشوند. میکرو پردازش می

هـاي هـدف خـود    RNAخوب یا تقریباً کامل به میکرو
یا کاهش ترجمه RNAموجب تخریب میکرومتصل و

]. تمـام مایعـات بـدن،    17،18شـوند [ مـی RNAمیکرو
هستند RNAها حاوي میکروها و اکثر انواع سلولبافت

هــاي مولکــولی زیربنــایی بــا ایــن حــال، مکانیســم].12[
لتهـاب هنـوز مشـخص نیسـت.     سیناپتوپاتی مرتبط بـا ا 

ها فرآیندهاي فیزیولوژیکی و پاتولوژیـک  RNAمیکرو
پـس از  هـاي پیـام رسـان   RNAمختلف را با سرکوب 
هـا کاندیـدهاي خـوبی    کننـد. آن رونویسی کنترل مـی 

براي آسـیب سیناپسـی التهـابی هسـتند و بـر تمـایز و       
]. 18[گذارنـد هـاي التهـابی تـأثیر مـی    عملکـرد سـلول  

miRNA-182-5p یک فاکتور رونویسی است که بیان
FOXO1هاي را در سلولTکند و بر تمایز تنظیم می

گـذارد. عـلاوه بـر ایـن،     ها تـأثیر مـی  سازي آنو فعال
miR-21هاي تبدیل سلولTهاي به سلولTh1 تولید ،

IFN و بیانFoxp3 بـراین کنـد. عـلاوه  را تحریک مـی
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-يمغـز در مـایع  miRNA-437و miRNA-21بیان 
نسـبت بـه گـروه کنتـرل     MSبیماران مبتلا بـه  نخاعی

ـــــ]. در آس19[یابـــدافـــزایش مـــی ــا، یتـتروسـ هـ
miRNA-155هــاي پــیش التهــابی را کنتــرل ژنبیــان

هـاي  در آستروسیتmiRNA-155]. بیان 20کند [می
شناسـایی شـده   MSفعال در ضایعات بیماران مبتلا بـه  

ــرکوب 21[اســت ــmiRNA-155]. س ــث اف زایش باع
]. با توجـه بـه   22شود [میIL-1سیتوکین پیش التهابی 

دم درمان موثر، تشخیص دقیق و عMSاهمیت حیاتی 
آگهی، بررسـی و کشـف مسـیرهاي سـیگنالینگ     و پیش

ضروري است. بنابراین، این MSزا در مولکولی بیماري
، miRNA-21مطالعه با هدف بررسی ارتباط بین بیان 

miRNA-155 ،miRNA-182 وmiRNA-437 و
بیمـاران  نخـاعی -مغـزي نشانگرهاي التهـابی در مـایع   

انجام شد.MSمبتلا به 

روش کار
انتخاب نمونه

شاهدي مورد تاییـد کمیتـه اخـلاق    -این مطالعه مورد
دانشــــــــگاه علــــــــوم پزشــــــــکی تبریــــــــز 

)TBZMED.REC.1399.765  قرار گرفت. هر یـک (
را کنندگان یک فرم رضـایت آگاهانـه کتبـی    از شرکت

نفـر از بیمارسـتان   50تکمیل کردند. براي این مطالعه 
هـــاي تخصصـــی و ایـــران) و کلینیـــکرازي (تبریـــز، 

تخصصی دانشگاه علوم پزشـکی تبریـز زیـر نظـر     فوق
متخصص مغز و اعصاب انتخاب شدند. گروه کنترل از 

-مغـزي بین افرادي که آنالیزهاي بیوشیمیایی و مـایع  
تند انتخـاب شـدند.   طبیعـی داش ـ MRIو نتـایج  نخاعی

توســط یــک متخصــص مغــز و MSبیمــاران مبــتلا بــه 
اعصاب با تجربه با استفاده از بیومارکرهاي اسـتاندارد  

تشخیص داده شدند. براي نخاعی-مغزيسرم و مایع 
از معیارهاي مک دونالد استفاده MRIهاي تفسیر یافته

شــد. ایــن مطالعــه بــر روي افــراد مبــتلا بــه مولتیپــل 
ــکلروزی ــدهاسـ ــده (-س عودکننـ ) RRMSفرودکننـ

زن) در گـروه  13مـرد و  12بیمـار ( 25متمرکز شد. 

گـروه شـاهد   زن) در 15مـرد و  10نفر (25مورد و 
آوري اطلاعـات دموگرافیـک   قرار گرفتند. براي جمـع 

مانند سن، جنس، سن شروع، مـدت زمـان بیمـاري و    
درمان از پرسشـنامه اسـتفاده شـد. بـه عنـوان گـروه       

مانـده از  نخـاعی طبیعـی بـاقی   -از مایع مغـزي کنترل، 
افراد سالم بدون سابقه بیماري نورودژنراتیو، به ویژه 

MRIهاي بیوشیمیایی و ، و با یافتهMSبیماران مبتلا به 

کننـده شـامل   . عوامل مخدوشگردیدطبیعی استفاده 
؛ ي مزمن (مانند کبد، کلیه، دیابت)هابسیاري از بیماري

هاي مبتنی ؛ سرطان؛ آلرژي؛ بیماريهاي عفونیبیماري
کننـده سیسـتم   ایمنی، استفاده از داروهاي سـرکوب بر 

هــاي ایمنــی (کورتیکواســتروئیدها)؛ اســتفاده از مکمــل
ــذایی؛ و سیگا ــیدنرغ ــذا کش ــواد غ ــتفاده از م ییو اس
Q-10، سلنیوم، بتاکـاروتن و  Eو Cهاي حاوي ویتامین

تلالات خونی در طول سه ماه گذشته است که باعث اخ
شود.و مشکلات قلبی در هنگام فعالیت بدنی شدید می

نمونه برداري
مـایع  ،نخاعی-مغزيآوري مایع هاي جمعطبق پروتکل

گیـري بـراي   بلافاصـله پـس از نمونـه   نخـاعی -مغزي
g ×400نخاعی بدون سلول در -استخراج مایع مغزي

-مغزيدقیقه سانتریفیوژ شد. سپس مایع 15به مدت 
هاي بدون سلول اسـتخراج و  از کشتRNAو خاعین

گـراد نگهـداري شـدند تـا     درجه سانتی-80در دماي 
RNA] 23استخراج شود.[

هاي در حال گردشRNAمیکرو تجزیه و تحلیل
RNAاستخراج و خالص سازي

RNAمطابق دسـتورالعمل  نخاعی-مغزيمایع کل از
ــازي   ــت جداس ــتفاده از کی ــا اس ــازنده ب -mirVanaس

PARIS Isolation (Applied Biosystems)ا جــد
کننده دو به یـک بـا   شد. در این روش، محلول دناتوره

رقیق شد. مقـادیر  نخاعی-مغزيمایع میکرولیتر300
د. فاز آبـی  مساوي فنل اسید و کلروفرم مخلوط شدن

درصـد  100آوري شد و بـا اتـانول   با سانتریفیوژ جمع
40. سپس سـه بـار بـا    روي کارتریج فیلتر مخلوط شد

.میکرولیتر آب بدون نوکلئاز شسته شد
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در گردش و تقویت محصولات هايRNAمیکرو 
جــدا شــد و بــا CSFهــاي هــا از نمونــهRNAمیکــرو 

miRNATaqManاستفاده از کیت رونویسی معکوس 

Applied Biosystemsاز شـرکت  Multiplex RTو 

TaqMan PreAmpپــردازش شــد. از پرایمرهــاي 

Master Mix وMegaplex PreAmp Primer

بصورت آماده بـراي  Applied Biosystemsشرکت 

CSFبــراي تجزیــه و تحلیــل RTتقویــت محصــولات 

استفاده شد. تـوالی تمـام پرایمرهـاي مـورد اسـتفاده      
ــراي  ،miRNA-21 ،miRNA-155 ،miRNA-182بــ

miRNA-437 وmiRNA-17 مشــخص1در جــدول
شده است. 

توالی پرایمرهاي که مورد استفاده قرار گرفته اند..1جدول 
توالی پرایمرهاژن ها

miRNA-21Forward: 5’-CGGCGGTAGCTTATCAGACTGATGT-3’
Universal Reverse: 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’

miRNA-155Forward: 5’-CGGCGCTTAATGCTAATCGTGATAG-3’
Universal Reverse: 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’

miRNA-182Forward:5′-TCTGGCCTGGCTTGTGCTG-3′
Universal Reverse: 5′-GGCTTCCCAGCTGACTTGAG-3′

miRNA-437Forward: 5′-CGTTATAATACAACCTGATAAGTG-3′
Universal Reverse: 5′-GGTCCCAGCTGACTATCCG-3′

miRNA-17Forward: 5′-GGTACCTTCTTTTCTTTCAGCAGG-3′
Universal Reverse: 5′-CCTCGAGGTGTTTCAGCCTCTATCCC-3′

هابررسی تغییرات بیان ژن
TaqMan (AppliedBiosystems)هاي هیدرولیز پروب

در حال گردش RNAبراي ارزیابی کاندیدهاي میکرو 
هاي اعتبار سنجی استفاده شد. بیـان هـر ژن   در نمونه

بـا اسـتفاده از   Real-Time PCRبا اسـتفاده از روش  
ــزار  Real-time PCR Light-Cycler® 480ابـ

)Roche Diagnostics  هـاي  ، آلمان) تعیـین شـد. داده
با نرمال سـازي بـه ژن   Pfafflخام با استفاده از روش 

miRNA-17عنوان پایدارترین میکرو بهRNA  بـراي
عادي سازي سطوح بیان تجزیه و تحلیل شد.

هاي التهابیگیري سیتوکیناندازه
TNF-α، و IL-1β ،IL-6تهـابی،  هاي السطوح سیتوکین

شـرکت هـاي با استفاده از الیزا بر اساس دستورالعمل
Elabscience Biotechnology Inc. (Cat. No. E-EL-
H0149; Boster Biological Technology Inc.,
China), (Cat. NO. EK0410, USA) and Abcam

(Cat. NO. ab181421, USA)شد. سطح سرمی تعیین
hs-CRP.با روش کمی کدورت سنجی تعیین شد

هاتجزیه و تحلیل داده
از فراوانـی و درصـد و از   هاي کیفی،براي نمایش داده

هـاي کمـی   میانگین و انحراف معیار براي توصیف داده
هاي کمی استفاده شد. براي بررسی توزیع نرمال داده

اســمیرنوف -اي کولمــوگروفاز آزمــون تــک نمونــه
جایی که توزیع سنی بین گروه مورد استفاده شد. از آن

ــانگین ســنی    ــراي مقایســه می ــود، ب و شــاهد نرمــال ب
تـی ها بین گروه مـورد و شـاهد از آزمـون   آزمودنی

هــاي اســتفاده شــد. بــه دلیــل توزیــع غیرطبیعــی داده
ها و عوامـل  RNAمربوط به نشانگرهاي زیستی میکرو

1ویتنـی -مناز آزمون،نخاعی-مغزيالتهابی در مایع 

راي ارزیابی سطوح این بیومارکرها بین گروه مـورد  ب
و شاهد استفاده شد. از آزمون اسپیرمن براي ارزیابی 

هـا و عوامـل التهـابی در    RNAرابطه بین بیان میکـرو  
اسـتفاده شـد. همچنـین از آنـالیز     نخاعی-مغزيمایع 

ــابی قـــدرت تشخیصـــی ROCمنحنـــی  بـــراي ارزیـ

1 Mann-Whitney U
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اسـتفاده  اسمادر بیماران RNAبیومارکرهاي میکرو 
SPSS-23شد. تجزیه و تحلیل آمـاري بـا نـرم افـزار     

GraphPadانجـام شـد و بـراي ترسـیم نمودارهـا از      

Prism 8.استفاده شد

یافته ها
مشخصات دموگرافیکی

نمونه از بیمـاران مبـتلا   25نمونه مورد مطالعه، 50از 
کنترل بودند. تعداد زنـان نمونه از گروه 25و MSبه 
) در هر دو گروه یکسـان  %44(11) و مردان 56%(14

ــانگین ســنی آزمــودنی  ــود. می ــا در گــروه مــورد ب ه
ســال 4/33±4/0ســال و در گــروه شــاهد 4/4±8/35

). p>05/0دار نبود (بود که تفاوت مشاهده شده معنی

ــانگین ســن شــروع بیمــاري   در گــروه مــورد MSمی
ــداقل 8/3±8/31 ــال (ح ــداکثر 27س ــال و 40و ح ) س

و حـداکثر  2(حـداقل  9/3±4/1ن مدت بیماري میانگی
) %68نفـر ( 17، اسامبیمار مبتلا به 25) سال بود. از 6

) تحت %32نفر (8دارویی قرار گرفتند و تحت درمان
درمان نبودند.

نخاعی-مغزيمایع هاي التهابی درغلظت سیتوکین
نشـان داده شـده   1و شـکل  2همانطور که در جدول 

هـا و عوامـل التهـابی در مـایع     RNAاست، بیان میکرو
ــزي ــه  -مغ ــتلا ب ــاران مب ــاعی بیم ــور اسامنخ ــه ط ب

توجهی بیشتر از گروه کنترل بود.قابل

در گروه مورد و hs-CRPو (ت) TNF-α(پ) ،IL-1β، (ب) IL6(الف)نخاعی- مغزي) غلظت مایع IQR: Q1-Q3. محدوده میانه و بین چارکی (1شکل 
گروه کنترل
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ها بین گروه مورد و شاهدRNA. خصوصیات بیوشیمیایی و بیان میکرو 2جدول 

p -value
موردگروه تعداد) =25) گروه کنترل تعداد) =25)

میانهیرهامتغ Q1-Q3 میانه Q1-Q3

0001/0< 40/13 90/12 – 30/14 90/0 50/0 – 10/1 IL-6(pg/mL)
0001/0< 20/72 10/71 – 95/74 50/5 55/4 – 20/6 IL‑1β(Pg/mL)
0001/0< 60/4 45/4 – 90/4 90/1 60/1 – 15/2 TNF-α (pg/mL)
0001/0< 90/5 50/5 – 25/6 70/1 60/1 - 90/1 hs-CRP (mg/L)
0001/0< 05/0 04/0 – 06/0 02/0 01/0 - 03/0 miRNA-21
0001/0< 05/0 04/0 – 06/0 02/0 01/0 - 03/0 miRNA-155
0001/0< 06/0 05/0 - 07/0 03/0 02/0 – 35/0 miRNA-182
047/0 05/0 04/0 – 06/0 04/0 03/0 - 06/0 miRNA-437

ROCتجزیه و تحلیل منحنی 

ها براي تشخیص بیماران مبتلا بـه  RNAتوانایی میکرو 
MS با استفاده از تجزیه و تحلیلROC   .ارزیـابی شـد

دهد کـه بیشـترین سـطح زیـر منحنـی      نتایج نشان می
p،97/0miRNA>0001/0(بـراي  - 21 (AUC=،

)0001/0<p،97/0miRNA - 182 (AUC = ،
)0001/0<p ،97/0miRNA-155 (AUC=دست به

توان نتیجه آمد. بر اساس مقادیر بالاي زیر منحنی، می
گرفت که این بیومارکرهـا عملکـرد بسـیار خـوبی در     

اساماز افـراد بـدون   اسامتشخیص بیماران مبتلا بـه  
تشخیص صحیح بیماران مبتلا بـه دارند. بالاترین میزان 

ت ــــهــاي نادرسخیصــــه بــا تشـــــسـدر مقایاسام

)LR+ در مقادیر بالاي miRNA-155) مربوط به 17=
و شـکل  3بود (جـدول  نخاعی-مغزيدر مایع 045/0

2.(
و MSها در بیمـاران  RNAسطح بیان متفاوت میکرو 

هاي کنترلگروه
ده است، اهمیت نشان داده ش3همانطور که در شکل 

هـا بــر اسـاس بیــان تغییـر یافتــه چهــار    آمـاري گــروه 
نخاعی-مغزيهاي مایع موجود در نمونهRNAمیکرو

هـا افـزایش قابـل تـوجهی در بیـان      ارزیابی شد. گروه
miRNA-21 ،miRNA-155 ،miRNA-182 و

miRNA-437.نشان دادند

MSبه عنوان نشانگرهاي زیستی در بیماران مبتلا به هاي انتخاب شده RNA. پتانسیل پیش بینی میکرو 3جدول 

ناحیه زیر
SE95 %CIP-valueCut offمنحنی

value
_LR+LRاختصاصیتحساسیت

miRNA-2197/002/092/0 92/088/067/7090/0<035/0>00/10001/0تا
miRNA-15596/002/091/0 68/096/017045/0<045/0>00/10001/0تا
miRNA-18297/002/093/0 88/092/01113/0<045/0>00/10001/0تا
miRNA-43766/008/051/0 80/096/022/0<81/00,0535065/0تا
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MSدر بیماران مبتلا به miRNA-437و (ت) miRNA-182، (پ) miRNA-155(ب) ،miRNA-21براي (الف) ROC. تجزیه و تحلیل منحنی 2شکل 
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و (ت) miRNA-182،(پ) miRNA-155(ب) ،miRNA-21اي براي مقدار نرمال (الف) هاي بیان شده متفاوت. نمودارهاي نقطهRNA. میکرو3شکل 
miRNA-437ها از آزمون هاي آماري بین گروهدر گروه مورد و کنترل. خط نشان دهنده میانه است و براي تعیین تفاوتU Mann-Whitney استفاده

شده است.

هاي التهابی در مایع ها و سیتوکینmiRNAارتباط بین
نخاعی-مغزي

هـاي التهـابی و   هنگامی که رابطه بین سطوح سایتوکین
کـل جمعیـت   نخـاعی -مغـزي ها در مایع RNAمیکرو 

تعداد) مورد بررسی 50مورد مطالعه (مورد و شاهد، 
ج نشــان داد کــه رابطــه بــین    قــرار گرفــت، نتــای  

، miRNA-21 ،miRNA-155هاي التهـابی و  سیتوکین
ــی miRNA-182و  ــاري معنـ ــر آمـ ــود از نظـ دار بـ

ــکل ــاي (ش ــین  7و 6، 5، 4ه ــا ب و miRNA-182)، ام
TNF-α  بین بیماران مورد و شاهد همبستگی مسـتقیم

). عـلاوه  r ،04/0=p=42/0و متوسطی وجود داشـت (  
بــر ایــن، یــک همبســتگی غیرمســتقیم و متوســط بــین 

miRNA-437 وhs-CRP ) ــت ــود داش ، r= 47/0وج
02/0=pود ـــــدار ب)، کــه از نظــر آمــاري نیــز معنــی

).8و شکل 4(جدول 
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177و همکاران بهروز شادمان...miRNA-21انیبیبررس

بیماران مبتلا به نخاعی- مغزيدر مایع hs-CRPو (ت) TNF-α(پ) ،IL-1β، (ب) IL6و عوامل التهابی (الف) miRNA-21. ارتباط بین سطح بیان 4شکل 
MS
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1401، تابستان دومشمارهبیست و دوم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل178

بیماران مبتلا نخاعی-مغزيدر مایع hs-CRPو (ت) TNF-α(پ) ،IL-1β، (ب) IL6و عوامل التهابی (الف) miRNA-155رتباط بین سطح بیان ا.5شکل 
MSبه
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179و همکاران بهروز شادمان...miRNA-21انیبیبررس

ران مبتلا بیمانخاعی- مغزيدر مایع hs-CRPو (ت) TNF-α(پ) ،IL-1β، (ب) IL6و عوامل التهابی (الف) miRNA-182. ارتباط بین سطوح بیان 6شکل 
MSبه 
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1401، تابستان دومشمارهبیست و دوم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل180

بیماران مبتلا نخاعی-مغزيدر مایع hs-CRPو (ت) TNF-α(پ) ،IL-1β، (ب) IL6و عوامل التهابی (الف) miRNA-437. ارتباط بین سطح بیان 7شکل 
MSبه 

هاي و گروهMSبیماران مبتلا به خاعین- مغزيدر مایع hs-CRP، و IL6 ،IL-1β ،TNF-αها و عوامل التهابی RNA. ارتباط بین سطح بیان میکرو 4جدول 
کنترل

miR-21miR-155miR-182miR-437
موردکنترلموردکنترلموردکنترلموردکنترل

rprprpRprprprpRp

IL-6(pg/mL)01/096/020/033/025/0-23/018/0-38/035/009/017/0-42/002/0-90/005/0-83/0
IL‑1β(Pg/mL)26/021/007/0-75/012/0-56/007/072/001/0-99/022/028/006/0-77/002/0-91/0

TNF-α (pg/mL)18/037/006/0-79/047/0-02/021/0-32/004/083/047/0-02/036/0-08/012/0-57/0
hs-CRP(mg/L)45/0-02/026/0-21/027/019/008/071/003/090/008/0-69/002/0-94/042/004/0
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181و همکاران بهروز شادمان...miRNA-21انیبیبررس

بیماران مبتلا نخاعی- مغزيدر مایع hs-CRPو TNF-αهاي التهابی با سیتوکینmiRNA-182و miRNA-437دار بین سطوح بیان . ارتباط معنی8شکل 
MSبه 

بحث
ــرو  ــرد میک ــتلال عملک ــل اخ ــه و تحلی ــا و RNAتجزی ه

اسـت بـه درك بهتـر    تغییرات در عوامل التهابی ممکن
هـاي جـایگزین جدیـد بـراي     و یـافتن روش MSعلت 

در مطالعه حاضرتشخیص و درمان بیماري کمک کند. 
ر روي عوامل التهابی، از جمله ــها بRNAاثرات میکرو

IL-1β ،IL-6 ،TNF-α وhs-CRP  در توسعه بیمـاران
-IL-1β ،IL. ارتباطی بـین  گردیدبررسی MSمبتلا به 

6 ،TNF-α ،hs-CRP و میکــروRNA ــل در هــاي دخی
. چنـدین میکـرو   شـد پیـدا  MSایجاد بیماران مبتلا بـه  

RNA  از جملــــــــــهmiRNA-21 ،miRNA-155 ،
miRNA-182 وmiRNA-437   براي بررسـی ارتبـاط

. همچنین سطوح گردیدها با عوامل التهابی انتخاب آن
IL-1β ،IL-6 ،TNF-α ،hs-CRP و میکروRNA ها در

و افراد سالم بررسـی  MSبیماران خاعین-مغزيمایع 
شد.

-مغزيها را در مایع RNAچندین مطالعه بیان میکرو 
]، مایع 22،24،25اند [بدون سلول بررسی کردهنخاعی
یـک مـایع بیولـوژیکی کـه رویـدادهاي      نخاعی-مغزي

کند. با ایـن حـال،   عصبی مرکزي را منعکس میسیستم
ــا ضــایعات فعــال هــیچ مطالعــه MSاي ارتبــاط آن را ب

هـا در  RNAبررسی نکرده است. بیان متفاوت میکـرو  
یک شاخص ارزشمند MSبیماران نخاعی-مغزيمایع 

از التهاب سیستم عصبی مرکزي است. در یک مطالعـه،  
ــرو  ــایع RNAمیک ــا در م ــزيه ــاعی-مغ ــنخ رم و س

هاي مبتلا به بیماري عصبی شناسایی شد. مشخص سگ
نخـاعی -مغـزي در مـایع  miRNA-21شد که سـطح  

هـاي مبـتلا بـه    بـالاتر از سـگ  MUOهـاي داراي  سگ
OND وNCC] ــت ــو]. 26اسـ ــاران و 1فنوگلیـ همکـ

MSدر بیمـاران مبـتلا بـه    miRNA-21دریافتند کـه  

در عودکننده در مقایسه با گروه کنتـرل بـیش از حـد    
PBMCها فرض کردنـد  ها نشان داده شده است. آن

رخ اسامکه این افزایش به طـور کامـل در فـاز حـاد     
را CD4+ Tهـاي  دهـد و تولیـد و کنتـرل سـلول    مـی 

کند کـه در فرآینـدهاي التهـابی مـؤثر بـر      فراهم می
MSسیستم عصبی مرکزي و مرتبط با بیماران مبتلا به 

سـازي و  ر فعـال دmiRNA-21]. 27،28نقش دارنـد [ 
و Treg، فعالیـت و رشـد سـلول    Tهـاي  مرگ سـلول 

miRNA-155]. 29نقــش دارد [Th17تمـایز ســلولی  

کننده ضروري التهاب است و به تعدیل پاسخ یک تنظیم
در miRNA-155کنـد.  کمک مـی MSخود ایمنی در 

تحت شرایط التهابی با کـاهش  تجزیه سد خونی مغزي 
]. عـلاوه بـر   30ي نقش دارد [هاي حیاتی پیوندپروتئین

بیـان  MSاین، یک مطالعه نشان داد که بیماران مبتلا به

1 Fenoglio
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1401، تابستان دومشمارهبیست و دوم، دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی اردبیل182

نسبت بـه گـروه کنتـرل    miRNA-182-5pبالاتري از 
]. مطالعه دیگري نشان داد که افـراد مبـتلا   31[داشتند

ــان   ــردگی بی ــه افس ــان miRNA-182-5pب در خونش
تایید ]. این نتایج مشاهدات ما را 32افزایش یافته است [

-مغـزي هـا در مـایع   RNAکـرد. تغییـرات در میکـرو    
کننـده تغییـرات در   بـا دقـت بیشـتري مـنعکس    نخاعی

ــرو  ــا RNAمیک ــه   ه ــبت ب ــار نس ــز بیم ــت مغ در باف
هاي خون یا مغز پس از مرگ است. در تحقیقات نمونه

هـاي پـس از مـرگ    انسانی عمدتاً با استفاده از نمونـه 
ین حال، تاخیر طـولانی  گیرد. با امورد مطالعه قرار می

مدت پس از مرگ و مصرف زودتر دارو بـر مطالعـه   
]. 2گـذارد [ هاي مغزي پـس از مـرگ تـأثیر مـی    بافت

تواند به طور دقیق سطوح بیـان ژن  خون محیطی نمی
نخاعی-مغزيرا در مغز منعکس کند. نشانگرهاي مایع 

جدید سیسـتم عصـبی مرکـزي را    کشف بیومارکرهاي
نند زیرا مغز ارتبـاط نزدیکـی بـا مـایع     کپذیر میامکان

دارد. وان و همکـــاران چنـــدین  نخـــاعی-مغـــزي
از بیماران مبتلا نخاعی-مغزيرا در مایع RNAومیکر

]. نتایج نشان داد که 33،34[ندشناسایی کردMDDبه 
ــیتوکین  ــین س ــه ب ــابی و رابط ــاي الته ، miRNA-21ه

miRNA-155 وmiRNA-182  از نظــــر آمــــاري
بود. با این حال، ارتبـاط مسـتقیم و متوسـطی    دار معنی

بین گروه مورد TNF-αو miRNA-182بین سطوح 
و شاهد وجـود داشـت. عـلاوه بـر ایـن، بـین سـطوح        

miRNA-437 وhs-CRP همبســـتگی غیرمســـتقیم و
دار وجود داشت که از نظر آماري نیـز معنـی  متوسط 

کننـده ضـروري التهـاب    یک تنظیمmiRNA-155بود. 
کنـد.  هاي خود ایمنی کمک مـی به تعدیل پاسخاست و

دهـد درد  اي وجود دارد که نشان مـی شواهد فزاینده
نوروپاتیک یک اختلال عملکرد عصبی مرتبط با افـزایش  

اثــر miRNA-155فعالیــت سیســتم ایمنــی اســت.    
ــرتبط بــا درد       ــاي التهــابی م ــی بــر متغیره مشخص

ــوکین   ــه اینترل ــک، از جمل ــوکین1-نوروپاتی ، 6-، اینترل
TNF- ،NF-B    و پروتئین کیناز فعال شـده بـا میتـوژن

p38 (MAPK)] ــان 35-37دارد در miR-155]. بیـ

هاي مبتلا به درد التهابی افزایش قشر جلوي مغز موش
هـا بـر تمـایز و عملکـرد     RNA]. میکـرو  38یابـد [ می

یک miRNA-182گذارند. هاي التهابی تأثیر میسلول
ــا    ــه بی ــت ک ــی اس ــاکتور رونویس را در FOXO1ن ف

شـدن  کند و بـر تمـایز و فعـال   تنظیم میTهاي سلول
miRNA-21گـذارد. عـلاوه بـر ایـن،     ها تأثیر مـی آن

، تولیـد  Th1هـاي  بـه سـلول  Tهـاي  باعث رشد سلول
IFN ــان ــیFoxp3و بیـ ــلولمـ ــود. در سـ ــاي شـ هـ

هاي پیش التهابی تولید ژنmiRNA-155آستروسیت، 
ــی  ــرل م ــد [را کنت ــزایش  ]. در ا19کن ــه، اف ــن مطالع ی
miRNA-155 .با افزایش متغیرهاي التهابی همراه بود

داري را بـــین نتـــایج بیشـــتر رابطـــه آمـــاري معنـــی
و miRNA-182هاي پـیش التهـابی و بیـان    سایتوکاین

miRNA-437 دادنشان مطالعه حاضرنشان داد. نتایج
تواننـد بـه عنـوان اهـداف     ها مـی RNAکه این میکرو 
ده مورد استفاده قرار گیرند.درمانی در آین

miRNA-21انـد کـه  بسیاري از مطالعات نشـان داده 

براي پایان دادن به التهاب و محدود کردن منفی پاسخ 
هایی کـه بیـان  پیش التهابی ناشی از بسیاري از محرك

miRNA-21 دهنـد، حیـاتی اسـت. در    را افزایش مـی
سخ کننده حیاتی پایک تعدیلmiRNA-21ماکروفاژها، 

].39ضد التهابی است [
miRNA-21، افزایش مداوم بیـان  Gd+MSدر افراد 

در طول زمان مشاهده شد. همبستگی مثبتی بین ایـن  
+ و غلظــت زنجیــره Gdافــزایش و فراوانــی ضــایعات 

]. بـا ایـن   40) وجود داشت [NF-Lسبک نوروفیلامنت (
هـاي  ] نشـان داد کـه مـوش   41حال، یانگ و همکاران [

WT (MI)هاي در مقایسه با موشmiRNA-21فاقد 

بقاي بدتر، اختلال عملکرد قلبی شدیدتر و انفـارکتوس  
ــترده  ــکار گس ــواحی اس ــارکتوس  و ن ــس از انف ــري پ ت
ــارد داشــتند. مــوش miRNA-21هــاي حــذفی میوک

التهـابی  هـاي پـیش  داراي سطوح بالاتري از سـایتوکین 
در بافــت قلــب و افــزایش TNFو IL-1 ،IL-6ماننــد 

+ بـا تولیـد   CD11bها/ماکروفاژهـاي  مونوسیتنفوذ 
، حاضـر التهـابی بودنـد. در مطالعـه    هاي پیشسیتوکین
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183و همکاران بهروز شادمان...miRNA-21انیبیبررس

بیمــاران نخــاعی-مغــزيدر مــایع miRNA-21بیــان 
افزایش یافت. این افزایش بیـان باعـث افـزایش    اسام

حاضـر سطح عوامل التهابی شد. مقایسه نتایج مطالعـه  
ــات نش  ــایر مطالع ــا س ـــب  ـــ ــه تغیی ــان ان داد ک رات بی

miRNA-21ــت ــاري در باف ــا و بیم ــف  ه ــاي مختل ه
نشـان داد  ROCمتفاوت است. تجزیه و تحلیل منحنی 

ــراي   ــه ترتیــب ب ــر منحنــی ب کــه بیشــترین ســطح زی
miRNA - 21،miRNA - 182 ،miRNA - و 155

miRNA - به دست آمد. مقـادیر بـالاي منحنـی    437
لی در دهد که نشانگرهاي زیستی عملکرد عـا نشان می

MSاز بیمـاران بـدون   MSتشخیص بیماران مبتلا بـه  

ها براي پیگیري رونـد بهبـودي   توان از آندارند و می
استفاده کرد. 

گیرينتیجه
هـاي ماننـد   RNAبیان میکرو MSدر بیماران مبتلا به 

miRNA-21 ،miRNA-155 ،miRNA-182 و
miRNA-437  مغـزي و نشانگرهاي التهابی در مـایع-

، miRNA-21یابـد. افـزایش بیـان    افزایش مـی نخاعی
miRNA-155 ،miRNA-182 وmiRNA-437 در

باعـث کـاهش فعالیـت محافظـت     نخاعی-مغزيمایع 
شود، که ممکن است به دلیل تغییـر سیسـتم   عصبی می

و IL-1 ،IL-6 ،TNFایمنی به التهـاب از طریـق تولیـد    
hs-CRP   باشد. افـزایش برخـی از میکـروRNA  هـا، از

، و miRNA-21 ،miRNA-155 ،miRNA-182جمله
miRNA-437  ممکن است به حفظ التهاب مـزمن در ،

MS    کـه  دادنشـان  مطالعـه حاضـر  کمـک کنـد. نتـایج
، و IL-1β ،IL-6 ،TNF-α ،hs-CRPســـــــــــــطوح 

، نخاعی-مغزيهاي انتخاب شده در مایع RNAمیکرو
تواند به عنوان نشانگرهاي زیسـتی التهـاب سیسـتم    می

ــزي   ــبی مرک ــبی در  عص ــب عص ــدهاي تخری و فرآین
مورد توجه قرار گیرد.MSبیماران مبتلا به 

تشکر و قدردانی
این مطالعه با حمایت مـالی از دانشـگاه علـوم پزشـکی     

در ) انجام شد. TBZMED. REC.1399. 765تبریز (
شـــاهدي کـــد اخلاقـــی  -ایـــن مطالعـــه مـــورد  

)TBZMED.REC.1399.765(   از کمیتــــه اخــــلاق
رضـایت  پزشـکی تبریـز دریافـت شـد.    دانشگاه علـوم  

آگاهانه همه بیماران در این مطالعه اخذ شده است. از 
تمامی همکارانی که در مرکز تحقیقات علـوم اعصـاب   
ــد تشــکر و   ــاري کردن ــز در مطالعــه حاضــر همک تبری

شود.قدردانی می

تعارض منافع
گونه تضاد منافعی کنند که هیچنویسندگان تصریح می

.وجود ندارددر مطالعه حاضر
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