
1382، تابستان 11 الي 7، صفحه )19درپي پي (3مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل، سال پنجم، شمارة ����

30/2/82: پذيرش ، 16/11/81: دريافت

 انسان (Hsp60)60تعيين سطح آنتي بادي ضد پروتئين شوك حرارتي ـ

1در بيماران ديابتي نوع 

4هوبرت كلبدكتر ، 3مپژمان حنفي مقددكتر ، 3نانت اشلوتدكتر ، 2ر اسلاميمحمدباقدكتر ، ∗1زادهدكتر امراله مصطفي

 محقق مركز -3 دانشيار گروه پاتوبيولوژي دانشكده بهداشت دانشگاه تهران -2استاديار گروه ميكروبيولوژي دانشگاه علوم پزشكي بابل -1

ت ديابت دوسلدورف آلمان استاد گروه ايمونولوژي مركز تحقيقا-4تحقيقات ديابت دوسلدورف آلمان 

صل تخريب واكنش و حا بيماري مزمن غده پانكراس 1ديابت مليتوس نوع :دف هوسابقه
ها قبل از هاي ايمني مدتواكنش. باشدكننده انسولين ميهاي خود ايمني سلول هاي بتا توليد

هنده شروع واكنش از اين رو يافتن ماركر نشان د. بروز تظاهرات باليني بيماري شروع مي شود
60ـتي رآنتي ژن شوك حرااز آنجائيكه . هاي خود ايمني از ارزش خاصي برخوردار است

(Hsp60)ها و زير باشد بر آن شديم تا كلاس مي1هاي مطرح در ديابت نوع  از آنتي ژن
بيني بادي ضد اين مولكول را بعنوان ماركر ايمونولوژيك براي پيشهاي مختلف آنتيكلاس

. مورد بررسي قرار دهيم1لا به ديابت نوع ابت
 نفر 23 فرد سالم، 50، 1 بيمار تازه مبتلا شده به ديابت نوع 49در اين مطالعه :روشهاو مواد

از . اند نفر با احتمال پائين ابتلا به بيماري شركت داشته22از بستگان بيماران با احتمال بالا و 
سرمها . مجدداً خونگيري بعمل آمده و نمونه سرم تهيه شد فرد سالم سه ماه بعد 15 بيمار و 17

، IgA ،IgG و سطح سرمي آنتي بادي توتال، ه نگهداري شد-C20°نجام آزمايش در اتا روز 
IgG1،4IgG اختصاصي Hsp6o توسط تكنيك Elisaگيري شد اندازه.

/Auميانگين آنتي بادي توتال در بيماران :هايافته ml218,5±182,8در حاليكه اين  بوده 
داري در افزايش معني. )<05/0p(دباش ميAu/ml146,6±142,5 گروه كنترل  درميانگين

بين .  در فاصله زماني سه ماه در بيماران ديده نشده استhsp60سطح آنتي بادي توتال ضد 
 در دو گروه بستگان بيماران با احتمال ابتلاي بالا Hsp60غلظت آنتي بادي توتال ضد 

)Au/ ml83,6 ( و بستگان بيماران با احتمال ابتلاي پائين)Au/ ml133,4 (داري اختلاف معني
هيچ يك از گروههاي .دار نبودوجود دارد اما ارتباط هيچيك از دو گروه با گروه كنترل معني

 و زير كلاس هاي IgA ،IgGهاي  از كلاسHsp60بادي ضد مورد مطالعه در ميانگين آنتي
IgG1 و IgG4داري با يكديگر نداشتندف معني اختلا.
 و افراد 1 به ميزان قابل توجهي در بيماران ديابتي نوع Hsp60آنتي بادي ضد :گيرينتيجه

بوده هاي طبيعي بادي از دسته آنتي بادياين آنتي . گرددسالم بصورت خودبخودي توليد مي
. ندارد1نقش اساسي در پاتوژنز ديابت نوع كه 
بادي، ، آنتي1، ديابت نوع (Hsp60)60ـپروتئين شوك حرارتي :كليديهاياژهو

.اليزا
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مقدمه 

Heat shock protein)60ـپروتئين شوك حرارتي  60)

هاي استرس تعلق دارند كه داراي اي از پروتئينبه خانواده

 انسان، Hsp60علاوه بر .  كيلو دالتون هستند60وزن مولكولي 

 كلاميديا و Hsp60شياكلي، باكتري اشرGroELپروتئين 

Hsp65در ). 1( مايكوباكتريوم نيز در اين خانواده قرار دارند

. ها وجود دارد در ميتوكندري و سطح سلولHsp60انسان 

از نظر . ها استنقش اصلي آن تعيين آرايش فضائي پروتئين

Hsp60 انسان قرابت ساختماني زيادي با Hsp60فيلوژني 

 بخاطر اين قرابت بالا خصوصيات ميكرواورگانيسم دارد و

 بعنوان Hsp60بنابراين مولكول . ژنيك مشابهي نيز دارندآنتي

شود كه نقش مهمي را در پاتوژنز آنتي ژني در نظر گرفته مي

). 2(كند بازي مي1بيماري خود ايمني از جمله ديابت نوع 

NOD(Non-obeseدرمدل موش  Diabetic) شواهد 

 به آنتي ژن Tهاي بر نقش پاسخ لنفوسيتاي مبني قانع كننده

Hsp60 باكتري و Hsp60 1 انسان در پاتوژنز ديابت نوع

 انسان كه Hsp60تزريق پپتيدي از مولكول ). 3(وجود دارد

277باشد و پپتيد  مي437-460شامل اسيدهاي آمينه شماره 

نامگذاري شده باعث كاهش نياز به تزريق انسولين و افزايش 

 شده 1 در خون مبتلايان به ديابت نوع -Cسطح پپتيد 

Th2 به Th1فعاليت لنفوسيت غيير اين پپتيد باعث ت)  4(است

در حاليكه مطالعات زيادي در زمينه نقش واكنش ). 5(شودمي

1 انسان در مبتلايان به ديابت نوع Hsp60ايمني سلولي به 

ژن پاسخ ايمني هومورال به اين آنتي) 3-5(انجام شده است

در مطالعه حاضر پاسخ . ور وسيع مطالعه نشده استبط

بادي توتال،  انسان در سطح آنتيHsp60بادي به مولكول آنتي

IgG ، IgAهاي  و زير كلاسIgG1 و IgG4 مورد ارزيابي 

قرار گرفت، به اين اميد كه شايد بتوان از آنها بعنوان 

1ماركرهايي براي پيش بيني زمان بروز بيماري ديابت نوع 

.استفاده كرد

مواد و روشها 

به ديابت  بيمار تازه مبتلا شده 49بر روي اين مطالعه 

 نفر 22، ) سال9/28 مرد با ميانگين سني 27 زن، 22(1نوع 

از بستگان )  سال9/26 مرد با ميانگين سني 10 زن و 22(

1بيماران كه در آنها احتمال ابتلا به بيماري ديابت نوع 

پائين  ) IA-2,GAD65,ICA آزمايشهاي براساس منفي بودن(

از )  سال1/15 مرد با ميانگين سني 7 زن، 16( نفر 23است، 

بستگان بيماران كه در آنها احتمال ابتلا به بيماري ديابت نوع 

از همه افراد خونگيري بعمل آمد و . ، انجام شد بالا است1

 نگهداري oc20سرمهاي تهيه شده تا هنگام انجام آزمايش در 

)  سال1/31 مرد با ميانگين سني 8 زن و 9(  بيمار 17از . دش

 مرد با ميانگين سني 8 زن و 7( فرد سالم 15و همچنين از 

سه ماه بعد مجدداً خونگيري بعمل آمده و نمونه )  سال3/27

Hsp60سطح سرمي آنتي بادي توتال بر ضد .سرم تهيه شد

IgG4بادي از كلاسهاي انسان و همچنين آنتي , IgG1 , IgG 

IgA بر ضد اين مولكول با استفاده از روش (Enzyme linked 

immuno sorbent assay) Elisa6( تعيين شد.(

 براي تعيين سطح Elisaدر آزمايشگاه پنج سيستم 

Hsp60 ضد IgG4,IgG1,IgG,IgAبادي توتال، سرمي آنتي

بادي توتال در ابتدا سرمها از نظر آنتي. انسان پايه ريزي شد

هاي  مورد ارزيابي قرار گرفتند و نمونهHsp60اختصاصي 

IgG4گيري غلظت آنتي بادي از كلاسهاي مثبت براي اندازه ,

IgG1 , IgA , IgGبه اين منظور ميكروپليتهاي .  انتخاب شدند

 ميكروگرم در هر چاهك 5/0 با Nunc, Denmark)(اليزا 

يكروگرم در  م5/2و ) IgGبراي پليتهاي آنتي بادي توتال و (

IgG4براي پليتهاي (هر چاهك  , IgG1 , IgA ( از آنتي ژن

Hsp60 انسان (Stress Gen, Canada)  محلول در بافر كربنات 

 به مدت يك شب oc4پليت ها در . پوشانده شدندpH=5/9با 

 (V/V)% 1/0 داراي PBS سپس چهار بار با بافر .انكوبه شدند

100 به هر چاهك.د مورد شستشو قرار گرفتن20–توين 

 آلبومين سرم گاو يا شير خشك (W/V)% 1ميكروليتر محلول 

(Sigma, Germany) در بافر PBS اضافه كرده و سپس يك 

50بعد از شستشو . ساعت در آزمايشگاه انكوبه شدند

هاي سرم رقيق شده به هر چاهك اضافه شد ميكروليتر نمونه

 بعد .كوبه شدندو بعد يك ساعت روي شيكر در آزمايشگاه ان

ضد بادي بار شستشو بطور جداگانه پليتها با آنتي4از 
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IgGبادي ضد ، آنتي(Germany,Sigma)ايمونوگلوبولين انسان

Sigma انسان،IgA آنتي (Sigma,Germany)انسان

Germany)( و آنتيIgG1انسان (Zymed laboratories, 

USA) و آنتي IgG4 انسان (Pharmingen, USA)ژوگه  كون

بعد از شستشو به هر . با آنزيم آلكالين فسفاتاز انكوبه شدند

 ميكروليتر سوبستراي آنزيم آلكالين فسفاتاز 100چاهك

 ,Sigma)آماده براي مصرف ) پارانيتروفنيل فسفات(

Germany)دقيقه، واكنش آنزيمي 30-60 بعد از . اضافه شد 

توقف و  نرمال م3 ميكروليتر محلول سود 25با اضافه كردن 

 نانومتر توسط دستگاه 405ميزان جذب در طول موج 

 غلظت ، تعيين شد(Titertek multiscan UK)اسپكتروفتومتر 

 ,Arbitrary unite)مطالعه برحسب واحد هاي موردباديآنتي

Au) Au/mlبادي هاي استاندارد مربوط به هر آنتي از منحني

-Kruskalي ها با استفاده از روش آمارداده. محاسبه شد

Wallis H-testتجزيه و تحليل شدند .

ها يافته

بادي بر بادي توتال و آنتي ميانگين غلظت آنتي1جدول 

 در IgG4, IgG1, IgA, IgG از كلاس هاي Hsp60ضد 

. دهد را نشان مي1ت نوع گروههاي مختلف مورد مطالعه دياب

ي  براHsp60 ميزان آنتي بادي توتال ضد 1همچنين نمودار 

 خط وسط منحني نشان دهنده .هر نمونه سرم را نشان مي دهد

 در Hsp60بادي توتال ضد ميانگين آنتي.ميانگين غلظت است

Au/ml4/133افراد با احتمال پائين ابتلا به بيماري ديابت نوع 

) Au/ml6/83(بيشتر از افراد با احتمال بالا ابتلاي بيماري 

زير و در سطح كلاسها داري تفاوت معني).p=03/0(است 

 در بين گروههاي مختلف Hsp60بادي كلاسهاي مختلف آنتي

.مورد مطالعه ديابت ديده نشده است

 اختصاصي)IgA ،IgG ،IgG1 ،IgG4توتال، (بادي سطح سرمي آنتي) انحراف معيار(ميانگين . 1جدول 

 و كنترل سالم1 در گروههاي مختلف ديابت نوع Hsp60آنتي ژن 

)انحراف معيار (آنتي بادييانگين م

گروه

توتال

(Au/ml)

IgA

(Au/ml)

IgG

(Au/ml)

IgG1

(Au/ml)

IgG4

(Au/ml)

28/182بيماران تازه مبتلا شده

)47/218(

037/628

)61/545(

82/114

)82/148(

49/300

)04/389(

37/323

)03/727(

45/142كنترل سالم

)62/146(

450/227

)09/170(

21/174

)79/172(

89/237

)22/197(

2/202

)72/309(

39/145)ويزيت اول(بيماران تازه مبتلا 

)03/95(

68/586

)57/502(

93/67

)68/66(

95/180

)43/175(

62/372

)96/907(

49/157)ويزيت دوم(بيماران تازه مبتلا 

)41/150(

81/673

)72/499(

11/69

)62/63(

83/360

)62/412(

25/113

)72/190(

64/110)ويزيت اول(كنترل سالم 

)106(

5/878

)79/849(

68/74

)61/75(

21/163

)79/63(

94/59

)6/46(

93/11576/58875/12513/2587/131)ويزيت دوم(كنترل سالم
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)12/114()47/363()38/84()85/166()63/145(

44/113بستگان بيماران با احتمال ابتلا پائين

)56/152(

03/611

)09/775(

41/48

)59/34(

05/239

)1/252(

83/82

)48/71(

57/83بستگان بيماران با احتمال ابتلا بالا

)37/89(

03/574

)48/534(

32/129

)19/113(

9/449

)41/574(

5/102

)51/125(

زير گروه مورد مطالعه

 از زير گروههاي HSP60سطح سرمي توتال آنتي بادي ضد . 1شكل

مختلف مورد مطالعه

nm =  بيمار تازه مبتلا شدهhc =كنترل سالم

hc1= كنترل سالم ويزيت اول hc2 = كنترل سالم ويزيت دوم

hm1 = بيمار ويزيت اولnm2 =بيمار ويزيت دوم

hrالاي ابتلا احتمال ب افراد باIr =افراد با احتمال پايين ابتلا

بحث 

بادي ضد دهد كه آنتينتيجه تحقيق حاضر نشان مي

Hsp60هاي  از كلاسIgA , IgGهاي  و زير كلاسIgG4, 

IgG1وجود اين آنتي بادي در سرم .  در انسان توليد مي شود

ر تواند با توجه به حضور باكتري اشرشياكلي بعنوان فلومي

GroEL) Hsp60نرمال روده و سطح بالاي همولوژي بين 

). 7(گردد انساني توجيه ميHsp60و ) اشرشياكلي

تر بودن سطح همچنين نتيجه تحقيق حاضر بيانگر پائين

 در افراد با احتمال بالاي ابتلا Hsp60آنتي بادي توتال ضد 

 بالا افراد با احتمال. نسبت به افراد با احتمال پائين ابتلا است

ابتلا افرادي هستند كه داراي آنتي بادي بر عليه حداقل يكي از 

، انسولين، GAD65(1آنتي ژن هاي مطرح در ديابت نوع 

ICA(بنابراين مي توان گفت طبق نظريه رقابت آنتي . مي باشند

ژنيك، آنتي بادي كمتري بر عليه ديگر آنتي ژن مطرح يعني 

Hsp60يز گروه نتيجه مشابهي ن. شود ساخته ميCohen با 

NODبه موشهاي )  ـ انسانHsp60پپتيدي از ـ (P277تزريق 

 بطور P277بادي ضد پپتيد به دنبال تزريق، آنتي. گرفتند

دار داري افزايش يافت كه اين افزايش با كاهش معنيمعني

,AD65بادي آنتي Hsp605( و انسولين همراه بوده است.(

 و زير IgAح كلاس  در سطHsp60ميزان آنتي بادي ضد 

 در انسان مطالعه نشده است در اين IgG4, IgG1هاي كلاس

تحقيق اختلاف معني داري در ميانگين سطح آنتي بادي توتال 

IgG4, IgG1, IgA, IgG كه اخيراً 1 بين بيماران ديابتي نوع 

علائم بيماري را نشان دادند، وابستگان آنها كه شانس ابتلا به 

اند ه، بستگاني كه شانس ابتلا پائين داشتهي داشتيبيماري بالا

. با افراد سالم مشاهده نشده است

بادي توتال، داري در سطح آنتيهمچنين اختلاف معني

,IgAكلاسهاي  IgGي و زير كلاسهاIgG4, IgG1 در فاصله 

آنتي بادي ضد از  بنابراين ،زماني سه ماه وجود نداشت

Hsp60 ايمونولوژيك براي پيش  انسان نمي توان بعنوان ماركر

بيني زمان بروز بيماري و يا تفسير سير باليني آن استفاده كرد 

Hsp60توان گفت پاسخ ايمني هومورال به آنتي ژن و مي

اين همانند . نقشي ندارد1انساني در پاتوژنز ديابت نوع 

 نيز عدم وجود تفاوت در GRAEFF MEEDER، گروهمطالعه

 در دو گروه مبتلايان به Hsp60ميانگين سطح آنتي بادي ضد 

گروه ). 10( و افراد كنترل سالم گزارش كردند1ديابت نوع 

Horvath نيز اختلاف معني داري در سطح آنتي بادي توتال 

 و افراد 1 در دو گروه تازه مبتلايان به ديابت نوع Hsp60ضد 

). 8(سالم مشاهده نكردند

 و زير تحقيق كه آنتي بادي از كلاساين اما برخلاف 

، ه شد سنجيدHsp60كلاسهاي مختلف بر عليه كل مولكول 

بادي توتال را بر عليه يك اپي توپ خاص اين اين گروه آنتي

تعيين نمودند و ) Tتوپ غالب براي سلول اپي(مولكول 

و ) p=002/0(داري را گزارش كردند اختلاف معني

گيري نمودند كه ممكن است پاسخ ايمني هومورال در نتيجه

با توجه به اين نكته . دخالت داشته باشد1پاتوژنز ديابت نوع 

( كه اخيراً گزارش شده است كه مبتلايان به بيماري بروتون 

 )
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,
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اند كه در نتيجه آن هيچگونه اين بيماران داراي نقص ژنتيكي

 هم 1توانند به ديابت نوع مي) كنندايمونوگلوبوليني توليد نمي

هومورال در پاتوژنز اين گرفتار شوند نقش پاسخ ايمني 

گفت همانند آنتي توان اما مي) 9(تر شده استبيماري كم رنگ

نيز مي P277 از آنتي بادي ضد GAD-65 و IA-2بادي ضد 

. نام برد1بعنوان ماركري براي ابتلا به ديابت نوع توان 

قدير و تشكر ت

بدينوسيله از زحمات جناب آقاي دكتر محمود حاجي 

و تحليل طر راهنمائي ارزشمندشان در تجزيه بخااحمدي 

.آيدها تقدير و تشكر بعمل ميدادهآماري 
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