
                   

   

   
 
 
 

 
 

 
   

  به مننژیت  نخاعی و سرم بیماران مبتلا-غلظت فرم محلول گیرنده فاکتور رشد هپاتوسیت در مایع مغزي
  باکتریایی و ویروسی

 
 

 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 
 
 
  
  

  
 چکیده    

  که گیرنده فاکتور رشد هپاتوسیت را بیان   یک پروتوانکوژن استc-Met:             زمینه و هدف
این گیرنده داراي فعالیت پروتئین کینازي بوده و در رشد و نمو جنینی، ترمیم زخم و سرطان . می کند

بسیاري از پروتئین هاي سرتاسري غشاء طی فرایند پروتئولیز از سطح سلولها . نقش مهمی بازي می کند
 طبیعی رخ داده و در ریزش در حالتهاي. جدا  می شوند که به این حالت ریزش جایگاه خارجی می گویند

در میان گیرنده هاي زیادي که متحمل ریزش جایگاه خارج . حالتهاي بیماري ممکن است تغییر کند
 محلول c-Metهدف از این مطالعه، تعیین غلظت .  اشاره کردc-Metسیتوپلاسمی می شوند می توان به 

 . کتریایی بوده است نخاعی و سرم بیماران مبتلا به مننژیت ویروسی و با-در مایع مغزي

 71 نخاعی و سرم از بیماران با مننژیت باکتریایی و - نمونه مایع مغزي75تعداد   : روش بررسی         
 محلول با روش c-Metغلظت .  نمونه کنترل در این مطالعه استفاده شد82نمونه با مننژیت ویروسی و 

   . الایزا اندازه گیري شد
 نخاعی در بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی، – محلول در مایع مغزي c-Met مقدار: ها یافته          

 محاسبه شد و مقدار آن 66/22± 39/3 و 41/80± 71/4 ، 91/83± 50/5ویروسی و گروه کنترل به ترتیب 
 34/34 ، 58/561± 87/25در سرم بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی، ویروسی و گروه کنترل به ترتیب 

 c-Metنتایج نشان داد که افزایش قابل ملاحظه اي در بیان .   محاسبه شد25/256± 55/18 و ±50/550
 نخاعی و سرم بیماران مبتلا به مننژیت در مقایسه با گروه کنترل وجود دارد که این -محلول در مایع مغزي 
 . تفاوت معنی دار است

 - محلول ترکیب  ثابتی در سرم و مایع مغزيc-Metاین نتایج نشان می دهد که  نتیجه گیري            
نخاعی انسان است که در موارد مننژیت هم در سرم و هم در مایع مغزي نخاعی افزایش معنی داري نشان 

  .می دهد ولی نمی توان از آن براي تمایز مننژیت باکتریائی از ویروسی استفاده نمود
  نخاعی، سرم، مننژیت-مغزي محلول، مایع c-Met :        واژه هاي کلیدي
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  مقدمه

مننژیت هاي باکتریایی و ویروسی از عفونتهاي شایع          
سیستم عصبی مرکزي هستند که در آن التهاب پرده هاي اطراف 

 –مغز و نخاع رخ داده و لذا عنکبوتیه ، نرم شامه و مایع مغزي
و نوع مننژیت د). 1(نخاعی در این بیماري درگیر هستند 

باکتریایی و ویروسی وجود دارد که نوع باکتریایی بخصوص 
از نظر کلینیکی نیز دو نوع . براي کودکان کشنده تر است

مهمترین علائم بیماري شامل . مننژیت حاد و مزمن وجود دارد
این علائم توسط افراد بالغ . تب ، بی قراري و حالت تهوع است

مهمترین علائم بیماري ). 2(ند بطور معمول جدي گرفته نمی شو
مننژیت در کودکان شامل ناتوانی در خوردن غذا، تهوع و 

مننژیت حاد توسط هموفیلوس . برجسته شدن ملاج می باشد
انفلوانزا، استرپتوکوکوس پنومونیه و نایسریا مننژیتدیس ایجاد 
شده ولی مننژیت مزمن توسط عامل مولد بیماري سل ، قارچ ها ، 

 ). 3(یستوپلاسموز ایجاد می شود سیفلیس و ه

       مننژیت باکتریایی بسیار شدید بوده و از عفونتهاي ویروسی 
کشنده تر است و معلولیت هاي بیشتري را حتی پس از درمان در 

در سالهاي اخیر علی الرغم پیشرفت در . افراد مبتلا ایجاد می کند
به مننژیت  از مبتلایان ٪20تولید آنتی بیوتیک ها و داروها، 

عفونتهاي ویروسی سیستم عصبی ). 4(باکتریایی می میرند 
مرکزي بسیار شایعتر بوده ولی آمار دقیقی از افراد مبتلا به آن 

  ).5(وجود ندارد 
نخاعی و سرم - بیوشیمیایی و سیتولوژیک مایع مغزي     بررسی

می تواند اطلاعات زیادي در خصوص تشخیص بیماران 
نخاعی توسط شبکه -مایع مغزي. هدمشکوك به مننژیت بد

کوروئید واقع در بطن هاي اول تا چهارم و همچنین پارانشیم مغز 
این مایع حاوي پروتئین هاي مختلف بخصوص . ترشح می شود

انواع فاکتورهاي رشد و فاکتورهاي نوروتروفیک می باشد که 
در . در بیماري هاي نورولوژیکی غلظت آنها تغییر می کند

ر مطالعات زیادي جهت یافتن نشانگرهاي پروتئینی سالهاي اخی
در مایع مغزي و نخاعی، سرم و بقیه مایعات بیولوژیکی بدن 

  ضاي ـجاورت فـایع در مـکه این مـبا توجه به این. انجام شده است
  
  

  
  

خارج سلولی و پارانشیم مغز قرار دارد لذا تغییرات مولکولی ، 
  یرات در ـیـث تغـتواند باعن هاي مغز می ـیایی و پروتئیـبیوشیم

محتواي پروتئین این مایع شده و لذا بررسی پروتئین هاي این 
مایع ممکن است منجر به کشف نشانگرهایی جهت تشخیص 

 ). 6(بیماري هاي نورولوژیک گردد 

یکی از پروتئین ها در مایع مغزي نخاعی ، فاکتور رشد   
. ت اس(Hepatocyte growth factor= HGF)هپاتوسیت 

HGF داراي دو زنجیره آلفا و بتا است که توسط پیوندهاي 
نام  c-Metگیرنده این فاکتور . دي سولفید به یکدیگر متصلند

دارد که یک پروتوانکوژن و پروتئین سرتاسري غشائ سلول 
 باعث پیشبرد ترمیم در سیستم عصبی شده و به HGF. می باشد

عصبی مرکزي تروفیک براي نورونهاي سیستم  عنوان فاکتور
 در ترمیم بافت HGFهمچنین ). 8 ، 7(عمل می کند 

). 9(کورتکس مغز موشهاي مبتلا به هیدروسفالی نقش دارد 
 در پشتیبانی و HGF/c-Metبنابراین بنظر می رسد که سیگنال 

  . ترمیم سیستم عصبی نقش دارد
 در نتیجه c-Metبسیاري از گیرنده هاي سرتاسري غشاء نظیر   

.  و به فرم محلول از غشاء لیپیدي جدا می شوندپروتئولیز
پروتئازهایی که باعث ایجاد فرمهاي محلول پروتئین هاي 

 هستند که اغلب (Secretases)غشایی می شوند ، سکرتازها 
فرم محلول گیرنده . متالوپروتئینازها یا سرین پروتئینازها هستند

  ها، کوچکتر بوده و شامل بخش هاي خارج سلولی گیرنده
می باشد که قادر است با میل ترکیبی پایین تر به لیگاند متصل 

-c-Met   (Soluble- c-Met = s-cفرم محلول  ). 10(شود 

Met) قادر است فعالیت Met را طی مکانیسم هاي وابسته به 
HGF یا مستقل از آن مهار کند زیرا s-c-Metاز   قادر است

یمر شدن و  جلوگیري کرده و یا از دMet به HGFاتصال 
  ).11( جلوگیري کند Metفعالیت گیرنده 

 نقش مهمی در ترمیم HGF/c-Metبا توجه به اینکه سیگنال   
 به عنوان فاکتور HGFنورونها و نوروگلیا داشته و 

نوروتروفیک در سیستم عصبی مرکزي عمل کرده و در پاسخ 
  ، 12(قاء نورونها دارد ـ و مننژ نقش کلیدي در بزغـاب مـهـبه الت
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 در سرم در s-c-Met و HGFو همچنین تغییرات در غلظت ) 13
برخی از بیماري ها نظیر مالتیپل اسکلروزیس، آدنوماي هیپوفیز 

، در این تحقیق به )14-17(انسانی و پارکینسون دیده شده است 
 نخاعی و سرم – محلول در مایع مغزي c-Metبررسی غلظت 

  . یی و ویروسی پرداخته شده استبیماران مبتلا به مننژیت باکتریا
  روش بررسی

 تا 1389 ماه و از مهر 15این مطالعه در طی  : بیماران) الف      
 کودك مبتلا به مننژیت 75تعداد .  انجام شد1390آذر 

 کودك مبتلا به مننژیت ویروسی مورد مطالعه 71باکتریایی و 
نخاعی - نمونه مایع مغزي82گروه کنترل نیز شامل . قرار گرفت

تشخیص بیماران مبتلا به . و سرم از کودکان سالم می باشد
مننژیت بر اساس بررسی تاریخچه ، معاینات بالینی، یافته هاي 

تشخیص بیماران .  نخاعی انجام شد-آزمایشگاهی مایع مغزي
مبتلا به مننژیت باکتریایی از مننژیت ویروسی بر اساس نتایج 

خاعی و ویژگی هاي ن-حاصل از کشت میکروبی مایع مغزي
بیوشیمیایی از قبیل تغییرات میزان قند و پروتئین و تغییرات 

گروه کنترل با عدم وجود سلولهاي . سیتولوژیکی تعیین گردید
 -مایع مغزي.  نخاعی انتخاب شدند-التهابی در مایع مغزي

 Lumbar)نخاعی توسط پزشک متخصص و از طریق نخاع 

puncture) ها در زیر میکروسکپ بررسی این نمونه . گرفته شد
نمونه هایی . و فاقد سلولهاي نورواپیتلیوم یا گلبولهاي قرمز بودند

سپس . که با خون مخلوط شده بود مورد استفاده قرار نگرفت
 دور در 10000( نخایی براي پنج دقیقه -نمونه هاي مایع مغزي

 سانتریفوژ شده و محلول بالایی بلا فاصله جدا و در دماي) دقیقه
نمونه هاي سرم نیز تا هنگام .  درجه سانتی گراد فریز شدند-70

 -70 نخاعی در فریزر -استفاده به همراه نمونه هاي مایع مغزي
 . درجه سانتی گراد نگهداري گردید

 - محلول در سرم و مایع مغزيc-Metبررسی غلظت ) ب
  نخاعی 

  نخاعی و سرم با روش- محلول در مایع مغزيc-Met   غلظت    
ELISA به تعداد تست مورد نظر، چاهک از .  اندازه گیري شد

 100. بسته کیت که در یخچال نگه داري می شد خارج  گردید
  از استاندارد یا نمونه مورد نظر را به هر چاهک اضافه  میکرو لیتر

  
  

  
  

کرده و روي چاهک ها را با پوشانیده و براي دو ساعت در 
ویات چاهک ها را خارج محت. دماي اتاق انکوباسیون شد

از بافر شستشو در هر   میکرو لیتر400کرده و سپس با ریختن 
چاهک و خارج کردن دوباره محتویات چاهک شستشو داده 

در مجموع سه (این عمل براي دو بار دیگر نیز تکرار شد . شد
پس از آخرین شستشو چاهک ها را برعکس بر روي ). بار

ه آرامی بر پشت چاهک ها یک دستمال کاغذي قرار داده و ب
. ضربه می زنیم تا آخرین قطرات باقی مانده نیز خارج شود

 محلول را به هر چاهک c-Met میکرو لیتر از آنتی بادي200
اضافه کرده و روي چاهک ها را پوشانیده و براي دو ساعت 

سپس نمونه ها براي سه بار شستشو .در دماي اتاق انکوبه شدند
از محلول سوبسترا به هر چاهک  و لیتر میکر200. داده شدند

دقیقه در  25چاهک ها در این مرحله براي . اضافه گردید
از محلول متوقف کننده   میکرو لیتر50. دماي اتاق انکوبه شد

سپس چاهک ها را در دستگاه . به هر چاهک اضافه گردید
 بررسی nm450 الایزا ریدر قرار داده و در جذب نوري در 

ه به جذب نوري استاندارد ها و جذب نوري با توج. گردید
  .محاسبه شد  محلولc-Met نمونه ها غلظت 

 Mean±SEMبصورت تمام نتایج ارائه شده  :آنالیز آماري  
 انجام student’s t-testاستفاده از آنالیز آماري با .  شدمحاسبه

  . دار در نظر گرفته شد به عنوان معنیP≥ 05/0و 
  یافته ها

 - محلول در مایع مغزيc-Met ظت بررسی غلظت غل
 نخاعی و سرم

 نخاعی بیماران مبتلا - محلول در مایع مغزيc-Met      غلظت 
به مننژیت باکتریایی و ویروسی بیشتر از میزان آن در گروه 

 نخاعی در – محلول در مایع مغزي c-Metمقدار. کنترل بود
نترل به بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی، ویروسی و گروه ک

 66/22± 39/3 و 41/80± 71/4 ، 91/83± 50/5ترتیب 
آنالیز آماري نشان داد که اختلاف بین گروه مبتلا . محاسبه شد

ولی ) P=0.1(به مننژیت باکتریایی و ویروسی معنی دار نبوده 
اختلاف بین گروه مبتلا به مننژیت باکتریایی یا مننژیت 

شکل ) (P<0.0001(ویروسی با گروه کنترل معنی دار است 
1.(  
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ریایی ـ محلول در سرم بیماران مبتلا به مننژیت باکتc-Metغلظت 
-cمقدار. بود یزان آن در گروه کنترلـتر از مـیشـیز بـو ویروسی ن

Met ،محلول در سرم در بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی 
 34/34 ، 58/561± 87/25ویروسی و گروه کنترل به ترتیب 

  الیز آماري نشان ـآن. دـبه شـاسـ مح25/256± 55/18 و ±50/550
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

داد که اختلاف بین گروه مبتلا به مننژیت باکتریایی و ویروسی 
 در s-c-Metولی اختلاف غلظت ) P=0.38(معنی دار نبوده 

سرم بین گروه مبتلا به مننژیت باکتریایی یا مننژیت ویروسی 
  ).2شکل ) (P<0.001( کنترل معنی دار است با گروه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

 /4 ...غلظت فرم محلول گیرنده فاکتور رشد هپاتوسیت در

غلظت cMet محلول در مایع مغزی نخاعی بیماران 
مبتلا بھ مننژیت
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 محلـول  cMetمیزان . نخاعی افراد گروه کنترل و بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی و ویروسی- محلول در مایع مغزي cMetغلظت  ) 1شکل  
در  .(P<0.0001)نخاعی بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی یا ویروسی بطور معنی داري بیـشتر از آن در گـروه کنتـرل اسـت     -در مایع مغزي

نخاعی در بین گروه بیماران مبـتلا بـه مننژیـت باکتریـایی و ویروسـی              - محلول در مایع مغزي    cMet بین غلظت    حالی که تفاوت معنی داري    
 .(P=0.1)مشاهده نشد 

غلظت cMet محلول در سرم بیماران مبتلا بھ مننژیت
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 در سـرم   محلـول cMetمیـزان  . در سرم افراد گروه کنترل و بیماران مبتلا بـه مننژیـت باکتریـایی و ویروسـی      محلول   cMetغلظت  ) 2شکل  
در حـالی کـه تفـاوت معنـی      .(P<0.0001)یا ویروسی بطور معنی داري بیشتر از آن در گروه کنترل است بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی 

 .(P=0.38) محلول در بین گروه بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی و ویروسی مشاهده نشد cMetداري بین غلظت 
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  بحث
 محلول c-Met در این تحقیق نشان داده شد که غلظت      

(Soluble-c-Met=s-c-Met)نخاعی و سرم – در مایع مغزي 
بیماران مبتلا به مننژیت باکتریایی و ویروسی بطور معنی داري از 

مننژیت بیماري است . راد گروه کنترل بیشتر استمیزان آن در اف
که عامل مرگ و میر درانسان و بخصوص در کودکان حتی در 

تشخیص به موقع و درمان زود ). 18(کشورهاي پیشرفته است 
هنگام بیماري مننژیت می تواند به کاهش مرگ و میر کمک 

علائم بالینی به همراه بررسی سیتولوژیکی و پروتئین هاي . کند
 نخاعی می تواند به تشخیص به موقع بیماري کمک –مایع مغزي

نموده ولی در برخی موارد تشخیص بیماري بسیار سخت است 
نشانگرهاي مولکولی زیادي جهت تشخیص زود هنگام ). 19(

بیماري مننژیت مورد مطالعه قرار گرفته است ولی هیچیک از 
  . آنها بطور کامل قابل اعتماد نیستند

حل اولیه در بیماري مننژیت میانجی هاي التهابی باعث در مرا     
 در مغز و افزایش فشار داخل جمجمه اي می شود (Edema)خیز 

درك سیگنال ها و مکانیسم هایی که باعث شروع تکثیر و ). 20(
بقاء نورونها در مغز می شود می تواند به درمان اختلالات 

  . نورولوژیکی نظیر مننژیت کمک کند
ز عوامل مهم در فرآیند هاي التهابی مغز و ترمیم سیستم یکی ا    

اگر چه .  می باشدHGF/c-Metعصبی مرکزي ، سیگنال 
 نخاعی بطور دقیق – در مایع مغزيHGFمکانیسم دقیق وجود 

 در پاسخ HGFشناسایی نشده است ولی پیشنهاد شده است که 
   به آسیب مغزي و همچنین در فرآیندهاي ترمیمی و رشد و نموي

  – در مایع مغزيHGFافزایش غلظت ). 21و22(ود ـد می شـتولی
 ). 23-25(نخاعی بیماران مبتلا به مننژیت نیز دیده شده است 

HGF یک سیتوکاین است که با فعال کردن گیرنده خود یعنی 
c-Metدر مطالعات دیگر نشان .  اعمال خود را انجام می دهد

 می کنند که این امر  تولیدc-Metداده شده که گلبولهاي سفید 
طور ه  ممکن است بHGF/c-Metپیشنهاد می کند که سیگنال 

مستقیم بر پاسخ هاي گلبولهاي سفید در التهاب نقش داشته باشد 
)26 .(  

در انواع مختلفی از سلولهاي ثابت شده است و  c-Metریزش      
 در مایعات زیستی نظیر سرم و مایع c-Metلذا فرم محلول 

 ه ـت کـان داده اسـشـاز طرف دیگر ن. ود داردـ وجنخاعی-مغزي
 
 

 
 

HGF باعث افزایش ریزش c-Met از غشاهاي سلولی می شود 
 در S-c-Metدر این مطالعه نشان داده شد که غلظت ). 27(

 نخاعی بیماران مبتلا به مننژیت در مقایسه –سرم و مایع مغزي 
ا توجه به اینکه ب. با افراد گروه کنترل افزایش معنی داري دارد

 در سرم و HGFدر مطالعات متعدد نشان داده شد که غلظت 
مایع مغزي نخاعی بیماران مبتلا به مننژیت افزایش می یابد 

 c-Met باعث افزایش ریزش HGFو از طرف دیگر ) 25، 23(
در سرم و  S-c-Metمی شود لذا در این تحقیق افزایش غلظت 

ه مننژیت ممکن است به دلیل مایع مغزي نخاعی بیماران مبتلا ب
طور خلاصه ، ه ب.  در این بیماران باشدHGFافزایش غلظت 

 نخاعی بیماران – در سرم و مایع مغزي S-c-Metافزایش بیان 
 , S-c-Metمبتلا به مننژیت نشان می دهد که مسیر سیگنالی 

HGF/c-Met ممکن است در پاتوفیزیولوژي بیماري مننژیت 
 و مننژیت را s-c-Met نتایج ارتباط بین این. نقش داشته باشد

 در تمام  s-c-Metهمچنین با توجه به اینکه . نشان می دهد
 نخاعی مشاهده شد لذا می –نمونه هاي سرم و مایع مغزي 

 – ترکیب ثابت سرم و مایع مغزي s-c-Metتوان نتیجه گرفت 
همچنین نتیجه گیري میشود که با اندازه . نخاعی انسان می باشد

 می توان به تشخیص به موقع بیماري مننژیت s-c-Metري گی
  . کمک کرد

    و قدردانیتشکر
  دردانیـالی قـانی مـیبـتـشـت پـهـیلان به جـگاه گـشـاز دان       
دکتر نوري و دکتر سمائی بیمارستان شهید  از. نماییم  می

رجائی و امام سجاد جهت کمک در انجام الیزا و نمونه ها 
 .متشکر می کنی
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