
4747 464646

دوره چهارم، شماره دوم، بهار 1395 ReseaRch aRticle

Evaluation of the Neurotrophic Factors in Animal Model of Myelin Destruction Induced by 
Cuprizone in C57bl/6 Mice

 Arefeh Shirazi1, Fereshteh Golab2*, Nima Sanadgol3, Mahmood Barati4, Reza Mohammad Salehi5, Gelareh
Vahabzadeh6, Zeinab Shadalui2, Saeed Rezaei Zarchi1

1Biology Department, Payame Noor University, Tehran, Iran
2Cellular and Molecular Research Center, Iran University of Medical Sciences, Tehran, Iran

3Department of Biology, Faculty of Sciences, University of Zabol, Zabol, Iran
4Department of Pharmaceutical Biotechnology, School of Pharmacy, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

5Molecular Microbiology Research Center, Shahed University, Tehran, Iran
6Department of Pharmacology, School of Medicine, Iran University of Medical Sciences, Tehran, Iran

*Corresponding Author: Fereshteh Golab

   E-mail: frgol@yahoo.com

Key words:

1. Multiple Sclerosis
2. Nerve Growth Factors
3. Cuprizone

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

central nervous system (CNS) with unknown etiology. Neurotrophins are polypeptides belonging to 

the neurotrophic factor family. Neurotrophins mediate cell survival and proliferation in the nervous 

system. In this study, we determined the production of various neurotrophins, including brain-

derived neurotrophic factor (BDNF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), and glial cell-derived 

neurotrophic factor (GDNF) in Cuprizone model of demyelination. Materials and Methods: 

In order to induce demyelination, animals were treated by Cuprizone. The mice were divided 

into three groups. The first group was treated by Cuprizone for 5 weeks. The second group was 

treated by Cuprizone for 5 weeks and normal diet for 1 week. The third (control) group received 

normal diet for 6 weeks. After the mice were sacrificed, cerebral corpus callosum was removed 

and evaluated for expression of neurotrophic factors by real time PCR and histological evaluation. 

Results: After five weeks, we detected a significant increase of BDNF and GDNF compared to 

the control group. No changes were observed in CNTF expression. After six weeks, expression 

of BDNF and GDNF were decreased but they had still higher levels compared to control group. 

Conclusion: This study suggests that neurotrophins may play a role in pathogenesis of MS.
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بررسی فاکتورهای نوروتروفیک در مدل حیوانی تخريب میلین القاء شده با کوپريزون در موش هاي 
C57bl/6
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ه چــــــــكيد

کلید واژه ها:
1. مالتیپل اسکلروز

2. فاکتورهای رشد عصبی
3. کوپریزون

مقدمه: مالتیپل اسکلروز یک بیماری دمیلینه کنندۀ التهابی مزمن سیستم عصبی مرکزی با سبب شناسي 
ناشناخته مي باشد. نوروتروفین ها پلی پپتیدهاي متعلق به خانوادۀ فاکتور نوروتروفیک هستند. نوروتروفین ها 
واسطۀ بقاء و تکثیر سلول در سیستم عصبی مي باشند. در این مطالعه، ما تولید نوروتروفین هاي مختلف، 
از  مشتق  نوروتروفیک  فاکتور  مژگانی،  نوروتروفیک  فاکتور  مغز،  از  مشتق  نوروتروفیک  فاکتور  جمله  از 
القاء  به منظور  روش ها:  و  مواد  کردیم.  شناسایي  را  کوپریزون  با  دمیلیناسیون  مدل  در  گلیال  سلول 
توسط  اول  گروه  شدند.  تقسیم  گروه  سه  به  موش ها  شدند.  تیمار  کوپریزون  با  حیوانات  دمیلیناسیون، 
کوپریزون به مدت 5 هفته تحت درمان قرار گرفت. گروه دوم با کوپریزون به مدت 5 هفته و رژیم غذایي 
طبیعی برای 1 هفته درمان شد. گروه سوم )کنترل( رژیم غذایي طبیعی را به مدت 6 هفته دریافت کرد. 
توسط  نوروتروفیک  فاکتورهاي  بیان  برای  و  برداشته شد  مخ  پینه اي  موش ها، جسم  کشته شدن  از  بعد 
Real Time PCR و ارزیابی بافت شناسی مورد بررسی قرار گرفت. يافته ها: پس از پنج هفته، ما افزایش 
قابل توجهی را در فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز و فاکتور نوروتروفیک مشتق از سلول گلیال در مقایسه با 
گروه کنترل مشخص کردیم. در بیان فاکتور نوروتروفیک مژگانی تغییري مشاهده نشد. پس از شش هفته، 
بیان فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز و فاکتور نوروتروفیک مشتق از سلول گلیال کاهش یافت؛ اما آن ها 
هنوز هم سطوح بالاتري در مقایسه با گروه کنترل داشتند. نتیجه گیری: این مطالعه پیشنهاد مي کند که 

نوروتروفین ها ممکن است نقشی را در بیماري زایي مالتیپل اسکلروز بازی کنند.
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مقدمه
مزمــن  بیماری هـــای  از  )MS(1 یکــی  اســکلروز  مالتیپــل 
سیســتم عصبــی مرکــزی و یــک بیمــاری خــود ایمنــی اســت 
ــتعداد  ــون اس ــی چ ــت و عوامل ــناخته اس ــت آن ناش ــه عل ک
ویروســی  عفونت هــای  و  ایمنــی  مکانیســم های  ژنتیکــی، 
ممکــن اســت در بیماري زایــي بیمــاری نقــش داشــته باشــند 
)1(. در MS، میلیــن سیســتم عصبــی مرکــزی دچــار تخریــب 
شــده و مشــخصۀ بــارز ایــن بیمــاری، متعــدد بــودن ضایعــات 
ــت  ــه صــورت رف ــم ب ــی و رخــداد علای ــی و مکان از نظــر زمان
ــای  ــات و پژوهش ه ــود مطالع ــا وج ــت )2(. ب ــتی2 اس و برگش
ــن بیمــاری مشــخص نشــده و  ــی ای ــت اصل ــوز عل ــد، هن جدی
ــان  ــدارد. محقق ــود ن ــاری وج ــن بیم ــرای ای ــی ب ــان قطع درم
معتقدنــد شــاید عوامــل ارثــی، تغذیــه ای، محیطــی و یــا عفونی 
ــی  ــای عفون ــال: فاکتوره ــور مث ــه  ط ــند. ب ــل باش در آن دخی
ــی  ــودن آنتی ژن های ــل دارا ب ــه دلی ــی ب ــل ویروس ــر عوام نظی
مشــابه میلیــن ســبب تحریــک سیســتم ایمنــی بــدن و 
ــادی علیــه میلیــن بافــت عصبــی مي شــود، در  تشــکیل آنتی ب
نتیجــه میلیــن اعصــاب از بیــن رفتــه و منجــر بــه بــروز علایــم 

ــردد )3(. ــی میگ عصب
در سیســتم عصبــی مرکــزی الیگودندروســیت ها مســئول 
ســاخت میلین هســتند. عــدم توانایی ســاخت میلیــن حتی در 
حضــور الیگودندروســیت ها هــم ممکــن اســت اتفــاق بیافتــد. 
ــد در نتیجــۀ  ــی ســاخت میلیــن می توان ــن عــدم توانای بنابرای
و  الیگودندروســیت ها  پیش ســاز  ســلول های  بلــوغ  عــدم 
ــر  ــن ام ــه ســلول طبیعــی باشــد. ای ــز آن هــا ب ــا عــدم تمای ی
ــه  ــد ک ــای محیطــی باش ــه فاکتوره ــوط ب ــن اســت مرب ممک
اگرچــه  می شــود.  الیگودندرســیت ها  بلــوغ  عــدم  باعــث 
ــاء و  ــل در الق ــای دخی ــورد فاکتوره ــادی در م ــات زی مطالع
ــی در  ــت ول ــه اس ــورت گرفت ــیت ها ص ــز الیگودندروس تمای
مــورد کنتــرل مولکولــی میلیناســیون اطلاعــات کمــی وجــود 

.)4( دارد 
فاکتورهــای  مهــم  نقــش  نشــان دهندۀ  اخیــر  مطالعــات 
از  خانــواده  ایــن  اســت.  میلین ســازی  در  نوروتروفیــک 
 ،3)NGF( ــي ــد عصب ــور رش ــامل: فاکت ــد ش ــای رش فاکتوره
 5LIF و   4)BDNF(مغــز از  مشــتق  نوروتروفیــک  فاکتــور 
 NGF و غیــره می باشــد )5(. نشــان داده شــده اســت کــه
نقــش مهمــی در تنظیــم تولیــد میلیــن در ســلول های شــوان 
و اولیگودندروســیت ها در محیــط کشــت دارنــد. 6NT3 یــا 
ــلول های  ــر س ــون، تکثی ــد آکس ــش رش ــث افزای BDNF باع
ــن در نخــاع مــوش  ــد میلی اجــدادی اولیگودندروســیت و تولی

بالــغ بعــد از آســیب می شــود )5(.

BDNF یکــی از اعضــاء خانــوادۀ فاکتورهــای رشــد اســت. 
گیرنــدۀ آن از نــوع 7Trk اســت. مطالعــات نشــان می دهنــد کــه 
موش هــای Knockout در ژن BDNF نقایصــی در سیســتم 
قلبــی تنفســی دارنــد کــه باعــث مــرگ آنــان می شــود. تعــداد 
ــه در  ــالم ب ــان س ــه ج ــا 3 هفت ــه ت ــا ک ــن موش ه ــی از ای کم
ــد؛ نقایصــی در میــزان میلیــن در قســمت های مختلــف  می برن
نظیــر هیپوکامــپ، مخچــه، کورتکــس و عصــب اپتیــک دارنــد. 
ــی در  ــش مهم ــه BDNF نق ــد ک ــان می ده ــئله نش ــن مس ای
میلیناســیون دارد. اثــرات BDNF بــر روی میلیناســیون در 
 NGF .)5( سیســتم عصبــی محیطــی هــم بررســی شــده اســت
ــوآن  ــلول های ش ــیون در س ــم میلیناس ــث تنظی و BDNF باع
ــه  وســیلۀ فعــال کــردن گیرنده هــای  می شــود کــه ایــن امــر ب
ــم  ــرات In vitro آن ه ــلاوه اث ــرد. به ع ــورت می پذی ــی ص نورون
بررســی شــده اســت کــه نشــان می دهــد BDNF باعــث افزایش 
ــیت هاي  ــاز الیگودندروس ــلول های پیش س ــز س ــر8 و تمای تکثی

ــود )5(. ــي9 می ش ــز قدام ــتق از مغ مش
10CNTF یــک فاکتــور نوروتروفیــک اســت کــه ابتــدا به عنــوان 
نوروســایتوکینی کــه می توانــد باعــث بقــاء نورونــی و تمایــز و 
ــرح  ــراً مط ــد. اخی ــی ش ــود معرف ــیت ها ش ــوغ الیگودندروس بل
ــد  ــی دمیلینــه می توان شــده اســت کــه در بیماری هــای التهاب
ــه  ــر ناتوانی هــای بالینــی ب ــور حفاظتــی باشــد. اکث ــک فاکت ی
علــت صدمــات آکســونی و دمیلینــه شــدن آن در مراحــل اولیۀ 
ــد در  ــن CNTF می توان ــد )6(. بنابرای ــی می باش ــۀ التهاب حمل
درمــان آن هــا بــه کار رود. CNTF به عنــوان یــک عامــل بقــاء 
می توانــد  الیگودندروســیت ها  و  نورون هــا  بــرای  تمایــز  و 
ــود )6(. در  ــی ش ــیب نورون ــش آس ــیون و کاه ــث میلیناس باع
موش هــای فاقــد ژن CNTF، میــزان الیگودندروســیت ها و 

میــزان میلیــن کمتــر از حــد طبیعــی اســت )4(.
ــای  ــوادۀ فاکتوره ــاء خان ــر از اعض ــی دیگ ــز یک 11GDNF نی
رشــد اســت. مطالعــات نشــان می دهنــد پــس از قطــع نســبی 
ــم  ــون و ترمی ــد آکس ــث رش ــاع، GDNF باع ــل نخ ــا کام و ی
میلیــن می شــود. نشــان داده شــده اســت NGF باعــث ســنتز 
توســط  و   12

 CNS در  الیگودندروســیت ها  توســط  میلیــن 
تمایــز  باعــث  همچنیــن  13 و 

 PNS در  شــوآن  ســلول های 
ــون14  ــفالومیلیت اتوایمی ــیت در انس ــلول های الیگودندروس س
 NGF ــز داخــل بطنــی ــی می شــود )7(. همچنیــن تجوی تجرب
ــود. در  ــادن انســفالومیلیت ش ــر افت ــه تأخی ــث ب ــد باع می توان
ــاوی  ــی ح ــلول های ایمن ــادی از س ــداد زی ــاری MS تع بیم
ــت )7(.  ــده اس ــت ش ــده یاف ــه ش ــۀ دمیلین BDNF در منطق
ــزی  ــع مغ ــطح NGF و CNTF در مای ــش س ــن افزای همچنی
 BDNF نخاعــی در طــی فــاز بهبــود، یافــت شــده اســت. تولیــد
ــی  ــی در ط ــون محیط ــته ای خ ــک هس ــلول های ت ــط س توس

1 Multiple sclerosis
2 Relapsing-remitting
3 Nerve growth factor
4 Brain derived neurotrophic factor
5 Leukemia Inhibitory Factor
6 Neurotrophin-3
7 Tyrosine receptor kinase

8 Proliferation
9 Forebrain
10 Ciliary neurotrophic factor
11 Glial cell-derived neurotrophic factor
12 Central nervous system
13 Peripheral nervous system
14 Autoimmune encephalomyelitis
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ــتر  ــاری MS بیش ــه در بیم ــاز اولی ــه ف ــبت ب ــود نس ــاز بهب ف
ــت )7(. اس

ــی و  ــای خوراک ــر داروه ــی ب ــد مبتن ــش جدی ــی نمای معرف
ــرای  ــد ب ــود می توان ــش موج ــا نمای ــراه ب ــا هم ــرد آن ه عملک
درمــان MS بســیار مفیــد باشــد )8(. بــرای رســیدن بــه 
ــت  ــی از اهمی ــای حیوان ــتفاده از مدل ه ــد اس ــش جدی نمای
بالایــی برخــوردار اســت تــا جایــی کــه تقریبــاً تمامــی 
ــی  ــای حیوان ــه روی مدل ه ــۀ مطالع ــی، مرحل ــای کنون داروه
ــی  ــای بررس ــی از راه ه ــد. یک ــپری کرده ان ــت س ــا موفقی را ب
تأثیــر ترکیبــات مختلــف روی فرایندهــای تخریــب و بازســازی 
میلیــن، اســتفاده از تخریــب میلیــن القــاء شــده توســط 
ــی اســت کــه در آن هــا از عوامــل  ســموم در مدل هــای حیوان
نواحــی  در  نورون هــا  دمیلیناســیون  بــرای  نوروتوکســیک 
مشــخصی از CNS اســتفاده می گردنــد. پــر اســتفاده ترین 
ترکیبــات تخریــب کننــدۀ میلیــن در مدل هــای حیوانــی 
لیزولســتین15، اتیدیــوم برومایــد و کوپریــزون16 می باشــند )9(. 
بــا توجــه بــه اینکــه کوپریــزون از طریــق خوراکــی و از طریــق 
ــد روش مناســبی  ــذا می توان ــه موش هــا داده می شــود ل غــذا ب
ــای  ــش فاکتوره ــی نق ــه، بررس ــن مطالع ــدف از ای ــد. ه باش
ــان آن در  ــری بی ــزون و اندازه گی ــدل کوپری نوروتروفیــک در م
بافــت ناحیــۀ جســم پینــه اي مــخ17 مــوش در مراحــل مختلــف 

تغذیــۀ حیــوان بــا کوپریــزون اســت.
مواد و روش ها

 8-10 ،C57bl/6 ــژاد ــر ن ــن تحقیــق از 21 ســر مــوش ن در ای
ــۀ  ــه از موسس ــرم ک ــی 22-18 گ ــدودۀ وزن ــا مح ــه ای ب هفت
پاســتور ایــران تهیــه شــده بــود اســتفاده شــد. ایــن موش هــا 
تحــت شــرایط اســتاندارد بــا درجــه حــرارت کنتــرل شــده )2 
± 23 درجــۀ ســانتی گراد( و دورۀ نــوری 12 ســاعت تاریکــی و 
ــه  12 ســاعت روشــنایی نگهــداری شــدند. تمامــی موش هــا ب
ــۀ  ــط در حیوان خان ــا محی ــرای ســازش ب ــه ب ــک هفت ــدت ی م
دانشــگاه علــوم پزشــکی ایــران نگهــداری و بــا غذای اســتاندارد 

بــه صــورت پــودر شــده تغذیــه شــدند.
ايجاد مدل کوپريزون

ــزون،  ــط کوپری ــاری توس ــدل بیم ــاد م ــت ایج ــدا جه در ابت
ــگام  ــزون هن ــودر کوپری ــا پ ــد ت ــودر ش ــا پ ــذای حیوان ه غ
مخلــوط شــدن بــا غــذا توســط حیــوان تشــخیص داده نشــود. 
ــات،  ــس حیوان ــده در قف ــودر ش ــذای پ ــرار دادن غ ــت ق جه
ظــروف مخصوصــی خریــداری شــد کــه عــلاوه بــر گنجایــش 
ــوان  ــط حی ــه توس ــوده ک ــوردار ب ــی برخ ــی، از وزن بالای کاف
ــای  ــردن فض ــمی نک ــور س ــا به منظ ــردد. قفس ه ــون نگ واژگ
ــودر) در  ــکل پ ــه ش ــذا ب ــت غ ــر ماهی ــه خاط ــه )ب حیوان خان
ــت  ــدند. جه ــه داری ش ــود نگ ــر ه ــه ای در زی ــای جداگان فض
ایجــاد مــدل، غــذای حــاوی 0/2% کوپریــزون بــه صــورت پــودر 

ــد. ــات داده ش ــه حیوان ــه ب ــدت 5 هفت ــه م ــوط و ب مخل

گروه بندی حیوانات
ــداد  ــه تع ــژاد C57bl/6 ب ــغ ن ــر بال ــای آزمایشــگاهی ن موش ه

21 ســر بــه صــورت تصادفــی بــه 3 گــروه تقســیم شــدند:
1- گــروه کنتــرل: ایــن گــروه شــامل موش هــای ســالمی 
ــا جیــرۀ غذایــی طبیعــی  ــه مــدت 6 هفتــه ب ــد کــه ب بودن

تغذیــه شــدند و در پایــان هفتــۀ 6 کشــته شــدند.
2- گــروه بیمــار 1: ایــن گــروه شــامل موش هایــی بودنــد 
ــه مــدت  ــزون ب ــا جیــرۀ غذایــی حــاوی 0/2% کوپری کــه ب
5 هفتــه تغذیــه شــدند و در پایــان هفتــۀ 5 کشــته شــدند.

3- گــروه بیمــار 2: ایــن گــروه شــامل موش هایــی 
ــه  ــا جیــرۀ غذایــی حــاوی 0/2% کوپریــزون ب ــد کــه ب بودن
مــدت 5 هفتــه تغذیــه شــدند و در هفتــۀ ششــم بــا جیــرۀ 
غذایــی طبیعــی تغذیــه شــدند. و در پایــان هفتــۀ 6 کشــته 

شــدند.
Real Time PCR آماده سازی نمونه ها برای

ــاب  ــروه انتخ ــر گ ــا از ه ــای 5 و 6 موش ه ــان هفته ه در پای
شــدند و تحــت بیهوشــی عمیــق توســط کتامیــن و زایلازیــن 
)بــه نســبت 4 بــه 1( قــرار گرفتنــد. قفســۀ ســینۀ آن هــا بــاز 
شــد و ســپس 15 ســي ســي محلــول 18PBS درون بطــن چــپ 
ــز  ــروق از دهلی ــود در ع ــون موج ــی خ ــا تمام ــد ت ــوژ ش پرفی
ــر  ــت س ــپس پوس ــردد؛ س ــارج گ ــوان خ ــب حی ــت قل راس
برداشــته شــده و محــل اتصــال اســتخوان بینــی بــه جمجمــه 
شکســته شــد. مغــز از درون جمجمــه خــارج گشــته و بخــش 
جســم پینــه اي از آن جــدا گردیــد و در ادامــه در میکروتیــوب 
ــرار داده  ــاز DNase/RNase-Free ق ــدۀ پروتئ ــاوی مهارکنن ح
ــزر 80-  ــی در فری شــده و جهــت انجــام آزمایش هــای مولکول

ــد. ــداری ش ــانتی گراد نگه ــۀ س درج

ــت  ــط کی ــد )توس ــتخراج گردی ــه اس ــر نمون ــدا RNA ه ابت
Bioneer( و تبدیــل بــه cDNA )کیــت Bioneer( شــد و 
 Real time PCR ــط روش ــا توس ــان ژن ه ــزان بی ــپس می س
ــت.  ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــت Trans Gen Biotech( م )کی
آنالیــز داده هــا توســط روش ΔΔ CT طبــق روش Livak  انجــام 
پذیرفــت )10(. میــزان بیــان ژن هــای BDNFم، GDNF و 
CNTF پــس از انجــام آزمایــش بــه  صــورت نســبی در مقایســه 
بــا ژن کنتــرل بتــا اکتیــن19 اندازه گیــری گردیــد )جــدول 1(. 

آماده سازی نمونه ها برای رنگ آمیزی

ــتن  ــس از برداش ــد. پ ــام ش ــل انج ــد قب ــل مانن ــی مراح تمام
ــد. ســپس  ــارج گردی ــه خ ــز از درون جمجم ــر، مغ پوســت س
بافــت مغــز در محلــول پارافرمالدئیــد 4% و بافــر فســفات 0/1 
مــولار و pH=7/4 بــه مــدت 24 ســاعت قــرار داده شــد و بعــد 
ــرار  ــاعت ق ــدت 24 س ــه م ــوکروز 30% ب ــیب س از آن در ش
گرفــت و ســپس بــه درون قالــب آمــادۀ کرایــوت انتقــال داده 

15 Lysolecithin
16 Cuprizone
17 Cerebral corpus callosum

18 Phosphate buffered saline
19 βActin
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21 اضافــه گردیــد و بــه 
 OCT شــد و بــه آن محلــول نگهدارنــدۀ

ــد. ــل ش ــانتی گراد منتق ــۀ س ــزر 80- درج فری
ســپس برش هــای 5 میکرومتــر توســط دســتگاه Cryostat در 
ــا  ــن ب ــب میلی ــت و ســنجش تخری ــام گرف ــن انج ــای پایی دم
ــط  ــو )LFB(22 و 23PAS توس ــت بل ــال فس ــزی لوکس رنگ آمی

ــوری مشــاهده شــد. میکروســکوپ ن
MOG بررسی ايمنوهیستوشیمی

ــپس  ــدند و س ــه ش ــدا دپارافین ــری ابت ــای 5 میکرومت برش ه
توســط PBS ری هیدراتــه شــدند. در مرحلــۀ بعــد در محلــول 
بلاکینــگ انکوبــه شــدند. و ســپس شســته شــده و بــا آنتی بادی 
24( در 4 درجــۀ ســانتی گراد 

 MOG اولیــه )آنتی بــادی ضــد
ــده و  ــته ش ــد شس ــدند. بع ــه ش ــب انکوب ــک ش ــدت ی ــه م ب
ــترای  ــپس سوبس ــدند و س ــه ش ــه انکوب ــادی ثانوی ــا آنتی ب ب
مناســب )دي آمینوبنزیدیــن( 25DAB اضافــه گردیــد و توســط 

ــوری مشــاهده شــد. میکروســکوپ ن
تجزيه و تحلیل داده ها

پــس از جمــع آوری داده هــا، تجزیــه و تحلیــل آن هــا با اســتفاده 
ــون  ــام آزم ــل از انج ــت. قب ــام گرف ــزار SPSS 16 انج از نرم اف

ــه  ــدند ک ــي ش ــودن بررس ــال ب ــر نرم ــا از نظ ــاری، داده ه آم
 Anova توزیــع نرمــال داشــتند. آزمــون آمــاری مــورد اســتفاده
و تعقیبــي Tukey بــود. داده هــا بــه صــورت میانگیــن ± انحراف 
معیــار ارائــه شــد و ســطح معنــي داری تجزیــه وتحلیــل آمــاری 

تحقیــق حاضــر P>0/05 در نظــر گرفتــه شــد.
يافته ها

ــای  ــای BDNF،م CNTF و GDNF در موش ه ــان ژن ه بی
ــه  ــبت ب ــای 5 و 6 نس ــزون در هفته ه ــروه کوپري گ

گــروه کنتــرل
تحــت  موش هــای  در   GDNF و   BDNF ژن هــای  بیــان 
ــروه  ــه گ ــبت ب ــم نس ــۀ پنج ــزون در هفت ــا کوپری ــه ب تغذی
ــه   ــش GDNF ب ــی داري داشــت و افزای ــش معن ــرل افزای کنت
 )BDNF)مF)2، 19(=32/8، P>0/001( ــود ــری ب ــزان بالات می
GDNF( در میــزان بیــان  و )F)2، 19(=93/7، P> 0/001(م
ــا  ــد )P=0/15(. ام ــاهده نش ــي داری مش ــر معن CNTF تغیی
 BDNF ــان ــۀ ششــم بی ــان در هفت ــش زم ــا افزای ــج ب به تدری
ــی داري  ــش معن ــه کاه ــروه 5 هفت ــه گ ــبت ب و GDNF نس
پیــدا کــرد ولــی بــاز هــم نســبت بــه گــروه کنتــرل افزایــش 
ــت )F)2، 19(=32/8، P=0/008م(BDNF) و  ــي داری داش معن

.)GDNF)مF)2،  19(=93/7،  P=0/031(
PAS و LFB نتايج حاصل از رنگ آمیزی

ــزی LFB نشــان  ــا رنگ آمی ــه اي ب بررســی بخــش جســم پین
ــده  ــه دی ــای دمیلین ــاری، ادم و پلاک ه ــاء بیم ــا الق ــه ب داد ک
می شــود. در گــروه کنتــرل هیــچ دمیلینــه شــدنی دیــده نشــد 
ــدن  ــه ش ــم دمیلین ــۀ پنج ــزون در هفت ــروه کوپری ــی در گ ول
ــدن  ــه ش ــم دمیلین ــۀ شش ــد. در هفت ــاهده ش ــیعی مش وس
خفیف تــر شــده بــود. همچنیــن رنگ آمیــزی اختصاصــی 
PAS نشــان می دهــد ضایعــات ســلولی در هفتــۀ 6 نســبت بــه 

ــر 1(. ــر اســت )تصوی ــۀ 5 کمت هفت
MOG نتايج حاصل از بررسی ايمنوهیستوشیمی

نشــانگر26  کــه  داد  نشــان  ایمنوهیستوشــیمی  بررســی 
الیگودندروســیت بالــغ )MOG( در هفتــۀ 5 نســبت بــه گــروه 
کنتــرل کاهــش یافتــه اســت و در هفتــۀ 6 کمــی بهبــود یافتــه 

ــر 1(. ــت )تصوی اس
24 Myelin-oligodendrocyte glycoprotein
25 3,3’-Diaminobenzidine
26 Marker

20 Scale optical density; scale OD
21 Optimum cutting temperature
22 Luxol fast blue
23 Periodic-acid schiff

جدول 1- ترادف پرایمرها و درجۀ دماي آنلینگ آن ها.

نمــودار 1- مقایســۀ بیــان ژن هــای CNTF ،BDNF و GDNF در ناحیــۀ جســم پینــه اي 
ــان  ــازی بی ــس از نرمال س ــرل. پ ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــه نس ــزون 5 و 6 هفت ــروه کوپری ــز گ مغ
ژن هــای BDNF و GDNF در موش هــای تحــت تغذیــه بــا کوپریــزون در هفتــۀ پنجــم افزایــش 
ــه  ــروه 5 هفت ــه گ ــبت ب ــان BDNF و GDNF نس ــم بی ــۀ شش ــان داد. در هفت ــی داری نش معن
کاهــش معنــی داري پیــدا کــرد ولــی بــاز هــم نســبت بــه گــروه کنتــرل افزایــش معنــي داری 
داشــت. نتایــج بــه شــکل میانگیــن ± انحــراف معیــار نشــان داده شــده اســت. P>0/05* نســبت 
ــر  ــد. (RFC بیانگ ــان می ده ــه را نش ــروه 5 هفت ــه گ ــبت ب ــرل و P>0/05# نس ــروه کنت ــه گ ب

مي باشــد).  Relative Fold Changes
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بحث و نتیجه گیري
مالتیپــل اســکلروز شــایع ترین بیمــاری التهابــی سیســتم عصبــی 
ــه شــدن و آســیب های آکســون ناشــی  ــزی اســت. دمیلین مرک
از ضایعــات التهابــی تعییــن کننــدۀ طیــف گســترده ای از علایــم 
بالینــی بیمــاری می باشــد )12 ،11(. نوروتروفین هــا یــک گــروه 
ــزي و  ــی مرک ــتم عصب ــده در سیس ــان ش ــای بی از پروتئین ه
ــدن مهــره داران مي باشــند کــه نقــش مهمــی در  محیطــی در ب

تکامــل، نگهــداری و ترمیــم سیســتم عصبــی دارنــد )12(.
 GDNF، CNTF ــری ســطح ــۀ حاضــر اندازه گی ــدف از مطالع ه
ــای  ــا پارامتره ــاط آن ب ــی ارتب ــدل MS و بررس وBDNF در م
بالینــی در مراحــل مختلــف ایــن بیمــاری در مــدل کوپریــزون 
ــج نشــان داد کــه ســطح ایــن فاکتورهــا در هفتــۀ 5  ــود. نتای ب
افزایــش و ســپس در انتهــای هفتــۀ ششــم کاهــش می یابــد ولی 
بــاز هــم نســبت بــه گــروه کنتــرل افزایــش نشــان می دهــد. بــا 
توجــه بــه اینکــه تــا هفتــۀ پنجــم موش هــا کوپریــزون مصــرف 
ــی  ــی طبیع ــم غذای ــۀ ششــم از رژی ــد و در طــول هفت می کردن
اســتفاده کردنــد، بنابرایــن اوج تخریــب در انتهــای هفتــۀ پنجــم 
ــد بیشــترین  ــر 2 نشــان می ده ــه تصوی می باشــد. همانطــور ک
ــۀ  ــای هفت ــز در انته ــش در BDNF و GDNF نی ــزان افزای می
ــش  ــزان کاه ــن می ــم ای ــۀ شش ــت. و در هفت ــوده اس ــم ب پنج
یافتــه اســت. ایــن بــدان معنــی اســت کــه ایــن فاکتورهــا بــه 
مــوازات افزایــش تخریــب و میــزان ضایعــات افزایــش می یابنــد 
ــان  ــش نش ــه، کاه ــزان ضایع ــش می ــگام کاه ــپس در هن و س
ــود  ــی خ ــرات ترمیم ــش، اث ــان افزای ــول زم ــد و در ط می دهن
ــم  ــی ه ــج بافت شناس ــه نتای ــور ک ــد. همانط ــال می کنن را اعم

نشــان می دهــد در انتهــای هفتــۀ ششــم میــزان ضایعــات کمتــر 
ــي داری  ــرات معن ــه تغیی ــن مطالع ــزان CNTF در ای ــت. می اس
نداشــت و ایــن بدیــن معنــی اســت کــه احتمــالاً در ایــن مــدل 

ــدارد. از MS، ایــن فاکتــور نقــش معنــي داری ن
نورون هــا منبــع اصلــی BDNF هســتند. ســلول های ایمنــی نیــز 
می تواننــد BDNF تولیــد کننــد، امــا نقــش آن در بیماری هــای 
ــادی از  ــروه زی ــت )13(. گ ــخص نیس ــوز مش ــی هن ــود ایمن خ
مطالعــات نشــان می دهنــد کــه BDNF در MS نقــش مهمی دارد 
 CNS در ســلول های ایمنــی و در BDNF :14(. به عنــوان مثــال(
ــه مشــاهده شــده اســت. نشــان داده شــده  ــات دمیلین در ضایع
اســت 27Trk B، یکــی از گیرنده هــای BDNF، در ســلول های 
عصبــی در اطــراف ضایعــات فعــال بیــان شــده اســت )15(. در 
بیمــاران مبتــلا به MS نشــان داده شــده اســت کــه مایــع رویي28 
ــول  ــی در ط ــون محیط ــته ای خ ــک هس ــلول های ت ــت س کش
دورۀ عــود بیمــاری در مقایســه بــا دورۀ بهبــودی حــاوی ســطوح 
ــن، Weinstock و  ــر ای ــلاوه ب ــد )16(. ع ــری از BDNF بودن بالات
ــه  ــد ک ــان دادن ــکاران( نش ــل از Calza و هم ــه نق ــکاران )ب هم
 MS ــادۀ ســفید بیمــاران ــی در م ــا فعالیت هــای التهاب BDNF ب
ارتبــاط مثبــت دارد )17(. در مقابــل، Sarchielli و همــکاران )بــه 
نقــل از Sofroniew و همــکاران( یــک رابطــۀ معکوس بین ســطح 
ــد )18(.  ــان دادن ــکورهای 29EDSS نش ــردش و اس BDNF در گ
مطالعــات دیگــر نیــز نشــان می دهنــد درمــان MS نیــز بــا تولیــد 
BDNF در ارتبــاط اســت )20 ،19(. به عنــوان مثــال، ســلول های 
 30)GA( کــه از گلاتیرامر اســتات MS تــک هســته ای در بیمــاران
اســتفاده می کننــد نســبت بــه بیمــاران تحــت درمــان بــا دیگــر 
ــد  داروهــای سیســتم ایمنــی ســطوح بالاتــری از BDNF را دارن

27 Tropomyosin receptor kinase B
28 Supernatant

تصويــر 1- در ایــن مطالعــه رنگ آمیــزی LFB جهــت نشــان دادن میــزان شــدت دمیلینــه شــدن در ناحیــۀ جســم پینــه اي بــه کار بــرده شــد. کــم شــدن مقــدار رنــگ در ناحیــۀ جســم 
پینــه اي در گــروه کوپریــزون در هفتــۀ 5 و 6 نســبت بــه گــروه کنتــرل به عنــوان شــاخص دمیلینــه شــدن در نظــر گرفتــه  شــد. همچنیــن رنگ آمیــزی اختصاصــی PAS نشــان می دهــد 
ضایعــات ســلولی در هفتــۀ 6 نســبت بــه هفتــۀ 5 کمتــر اســت. عــلاوه بــر ایــن بررســی ایمنوهیستوشــیمی نشــان داد کــه نشــانگر الیگودندروســیت بالــغ (MOG) در هفتــۀ 5 نســبت بــه 

گــروه کنتــرل کاهــش یافتــه اســت و در هفتــۀ 6 کمــی بهبــود یافتــه اســت. تصاویــر بــا بزرگنمایــی μm، (×100)م100م;Scale bar نشــان داده شــده اند.

29 Expanded disability status scale
30 Glatiramer acetate
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ــه  طــور کلــی ایــن نتایــج نشــان می دهنــد در ضایعــات  )20(. ب
التهابــی حــاد، BDNF نقــش مهمــی نشــان می دهــد. در مطالعــۀ 
مــا، افزایــش BDNF می توانــد بــه یــک نقــش محافظــت نورونــی 
BDNF در MS اشــاره کنــد. مطالعــات بیشــتری بــرای تأییــد این 

فرضیــه لازم اســت.

مطالعــات نشــان می دهنــد کــه GDNF باعــث بقــاء بســیاری 
ــواع ســلول های عصبــی ماننــد نورون هــای دوپامینرژیــک  از ان
ایــن،  بــر  عــلاوه   .)13( نورون هــای حرکتــی مي شــود  و 
ــای  ــلولي نورون ه ــرگ س ــری از م ــه جلوگی ــادر ب GDNF ق
ــی  ــای حس ــون نورون ه ــازی آکس ــن بازس ــی و همچنی حرکت

ــد )21(.  ــاع می باش ــیب نخ ــس از آس پ

ــرای  ــور مهــم هســتند کــه معمــولاً ب 31 دو فاکت
 NTN و BDNF

ــد.  ــه کار می رون ــی ب ــدۀ عصب ــل برن ــای تحلی ــان بیماری ه درم
مطالعــات نشــان می دهــد کــه ایــن عوامــل می تواننــد دوپامیــن 
بیمــاری  حیوانــی  مدل هــای  در  عصبــی  ســلول های  در  را 
پارکینســون و همچنیــن نورون هــای حرکتــی حفــظ کننــد )22 
ــای  ــب نورون ه ــد از تخری ــن، GDNF می توان ــر ای ــلاوه ب ،13(. ع
ــی  ــک جانب ــی اســکلروزیس آمیوتروفی ــدل حیوان ــی در م حرکت
ــک  ــل تروفی ــک عام ــن ی ــد، همچنی ــری کن )ALS(32 جلوگی
ــرات )23  ــتون فق ــی س ــای حرکت ــرای نورون ه ــوی ب ــیار ق بس
،22( و ســلول های عصبــی نورآدرنرژیــک مرکــزی می باشــد 
)24(. مطالعــات نشــان می دهنــد کــه ســلول های ایمنــی و 
محصــولات آن هــا در بیماري زایــي MS نقــش دارنــد. یــک 
ــای  ــی، لیگانده ــلول های ایمن ــه س ــد ک ــان می ده ــه نش مطالع
مختلــف از خانــوادۀ GDNF و همچنیــن ایزوفرم هــای مختلــف از 
گیرنده هــای آن را بیــان می کننــد )25(. بنابرایــن بــا ایــن داده هــا 
ــن  ــوادۀ GDNF ممک ــای خان ــه لیگانده ــت ک ــادی اس ــد زی امی
ــر تعــدادي  ــی در درمــان مؤث اســت به عنــوان یــک عامــل درمان

از بیماری هــای تحلیــل برنــدۀ عصبــي ماننــد MS مؤثــر باشــند.
توانایــی  کــه  اســت  نوروتروفیــک  عامــل  اولیــن   CNTF
ــی  ــلول های عصب ــی و س ــای حرکت ــاء نورون ه ــت از بق حمای
ــر ایــن، CNTF همچنیــن  پاراســمپاتیک را دارد )26(. عــلاوه ب
ــی و  ــای کولینرژیک ــز نورون ه ــبرد تمای ــث پیش ــد باع می توان
ــی،  ــی و حرکت ــای حس ــاء نورون ه ــش بق ــیتی و افزای آستروس
پیــش گانگلیونــي33 ســمپاتیکی و نورون هــای هیپوکامــپ 
شــود )29-27(. بــر خــلاف دیگــر اعضــاء ســایتوکین های 
ــخص  ــی از CNTF مش ــت بالای ــد LIF، غلظ ــک مانن نوروتروفی

ــود دارد )30(. ــالم وج ــای س ــه در نورون ه ــت ک ــده اس ش
بنابرایــن مکانیســم حفاظتــی درون زا در مقابل آســیب آکســونی 
 CNTF و آپوپتــوز الیگودندروســیت بســتگی بــه افزایــش بیــان
در MS دارد )32 ،31(. مطالعــات قبلــی نشــان می دهــد کــه هــر 
ــا پیشــرفت  ــه نظــر نمی رســد جهــش در ژن CNTF ب ــد ب چن
ــک جهــش در  ــه ی ــلا ب ــی بیمــاران مبت ــط باشــد ول MS مرتب
ــد  ــن بیمــاری را نشــان می دهن ــش شــدت ای ژن CNTF، افزای
 CNTF 33(. البتــه در مطالعــۀ مــا افزایــش معنــی دار در میــزان(
مشــاهده نشــد کــه احتمــالاً نشــان دهنــدۀ ایــن اســت کــه در 

ایــن مــدل از MS نقــش چندانــی نــدارد.

بــه  طــور کلــی ایــن مطالعــه نشــان داد کــه شــاید فاکتورهــای 
 MS مختلــف نوروتروفیــک نقــش مهمــی در بیماري زایــي
ــا  ــان ب ــه هم زم ــان داد ک ــه نش ــن مطالع ــند. ای ــته باش داش
ــا هــم  ــن فاکتوره ــان ای ــزان بی ــش پیشــرفت بیمــاری می افزای
ــث  ــد باع ــدودی می توانن ــا ح ــد و ت ــان می دهن ــش نش افزای
بهبــود و ترمیــم ضایعــات شــوند؛ و ســپس بــا کــم شــدن میزان 
ضایعــات ایــن عوامــل هــم کاهــش نشــان می دهنــد. مطالعــات 
بیشــتری لازم اســت تــا نقــش دقیــق ایــن فاکتورهــا در درمــان 
بیماری هــای تحلیــل برنــدۀ عصبــی ماننــد MS مشــخص شــود.

33 Preganglionic31 Neurturin
32 Amyotrophic lateral sclerosis
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