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 چكيده

بهدقيق بررسي،هدف تحقيق: هدف و روند تخريب ميلين PLPو MAG،MOG،MBPهاي بر پروتئينكوپريزون زمان اثرات وابسته

.باشد مي

و روش ها ناحيه كورپوس كالوزوم مغز موش.دش ايجادكوپريزون درصد2/0با مصرف پنج هفته غذاي حاوي تخريب ميلين مدل:ها مواد

و مولكولي قرار گرفت ارزيابيمورد5و3،4 هاي هفتهدر .شد انجامدر انتهاي هفته پنجم مطالعات رفتاري توسط تست ميدان بازو بافتي

غلانشان داد بيان پروتئين نتايج:نتايج بههبف ميلين در مقايسه با گروه كنترل هاي  رغم كاهشعلي. زمان كاهش يافته است صورت وابسته
ساير همچنين).>01/0P(داري با گروه كنترل نشان داديكاهش معن PLPدر اين هفته تنها پروتئين،ها در هفته سومپروتئين كلي اين
دار در كاهش قطريمطالعات ميكروسكوپ الكتروني تغييرات معن. نشان دادندرا دارييمعن بيان كاهش ها از هفته چهارم به بعدپروتئين

نشان داد كوپريزون قادر به ايجاد نيز مطالعات رفتاري).>01/0P( نشان داد هفته4ازپس تنهارا ميلين در مقايسه با گروه كنترل
و اين تغييرات از هفته سوم به بعد قابل مشاهده بودند در مقايسهداري در حيوانات مورد مطالعهياختلالات رفتاري معن .با گروه كنترل بود

هم:گيرينتيجه مي هاي زمان پروتئين اين تحقيق براي اولين بار به بررسي و نتايج نشان زمان جهت بهترين دهد اصلي ميلين پرداخته

و رفتاري هفتهبررسي ميهاي دقيق مولكولي، بافتي و پنجم .باشندهاي چهارم

، تخريب ميلين، غلاف ميلينكوپريزون، كورپوس كالوزوم:كليدي گانواژ



آن هايپروتئينو بررسي غلاف ميلين و همكاران نيما سندگل ...و، MAG ،MOG(مرتبط با

و بافت  139613 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 مقدمه

ــكلروزيس ــل اس ) Multiple sclerosis= MS(مالتيپ

بيمــاري اســت كــه در آن غــلاف ميلــين تشــكيل دهنــده 

هـاي سيسـتم عصـبي مركـزي تخريـب اكسون در نـورون 

و صـحت. شود مي اين بيماري منجر به اختلال در توانايي

ميارتباط سلول و نخاع با يكديگر در. شودهاي عصبي مغز

ام اس سيستم ايمني بـدن غـلاف ميلـين را غيـر خـودي

هاي اصلي ميلين واكنش نشان ده، عليه پروتئينفرض نمو

و باعث تخريب آن مي داده شـود، تـرميم غـلاف ميلـين ها

و در توسط اليگودندروسيت هـا بـه كنـدي صـورت گرفتـه

هـا قـادر بـه ارسـال مـوثر سـيگنال عصـبي نتيجه نـورون 

شيوع اين بيمـاري در شـمال اروپـا.)2و1(نخواهند بود 

ي 200تا 60 و در شمال آمريكا نفر در هر 6كصد هزار نفر

در حـال.)3(باشـد هر يكصد هـزار نفـر مـي در نفر20تا

نفـر بـه50حاضر در ايران از هر يكصد هـزار نفـر حـدود 

ــتلا هســتند  ــاري ام اس مب در.بيم ــاري ــن بيم شــيوع اي

ــتان ــاير اس و اصــفهان بيشــتر از س ــارس ــران، ف ــاي ته ه

و متاسـفانه ايـن استان ميـزان بـا سـرعت هاي كشور بوده

بيشترين علل بروز بيمـاري.)2(زيادي رو به افزايش است 

و محيطـي اسـت  مطالعـات.ام اس ناشي از عوامل ژنتيكي

و نشان مي دهد برخـي از تغييـرات ژنتيكـي ريسـك ابـتلا

دلايـل بـه.)5و4(دهنـد پيشرفت بيماري را افزايش مـي 

ام اس مـي نامشخصي سلول واننـدتهاي ايمني در بيماران

و نخـاعهب علت اختلال در عملكرد سدخوني مغزي به مغز

و باعث تخريب ميلين شوند علاوه بر تخريب. هجوم آورده

و هسـته،)ميلين( ماده سفيد هـاي عمقـي مـاده كورتكس

و اكسون ها نيـز در نتيجـه انتشـار آسـيب خاكستري مغز

آسـيب غـلاف ميلـين.)9-6(گيرنـد ثير قـرار مـياتحت ت ـ

و اخـتلال اختلال در هـدايت پيغـام منجربه  هـاي عصـبي

و منجر به بروز حملات  .شودمي) عود(عملكرد بيمار شده

ــوروني گــاه مغــز مــي ــازآرايي ن ــد از طريــق فرآينــد ب توان

)Neuroplasticity ( ــده را ــاد ش ــايعات ايج ــي از ض برخ

از سوي ديگر فرآيند بازسـازي مجـدد ميلـين. جبران كند

)Remyelination (م ي تواند نقش مهمـي در تـرميم نيز

هاي ترين راهيكي از متداول. ضايعات ايجاد شده بازي كند

ازيالقا تخريب ميلين در حيوانات آزمايشـگاهي اسـتفاده

و اولــين بــار توســط فــردي بــكــوپريزون مــي نــامهباشــد

Blakemore شد بعـدها مطالعـات بيشـتري.)10(مطرح

ــب  ــر تخريـــ ــوپريزون بـــ ــاثيرات كـــ ــاره تـــ دربـــ

در ناحيه رابط بين دو نيمكـره ) Demyelination(يلينم

تغذيـه.)11(كـالوزوم مغـز انجـام شـد يا همـان كورپـوس 

ــوش ــاد م ــث ايج ــوپريزون باع ــا ك ــگاهي ب ــاي آزمايش ه

و از بــــين رفــــتن دميلينيشــــن برگشــــت  پــــذير

در ناحيـــهاًهـــاي بـــالغ مخصوصـــ اليگودندروســـيت

مي كورپوس آن.دشو كالوزوم هـا در كـه سـاير سـلول جالب

گيرنـد سيستم اعصاب مركزي تحـت تـاثير آن قـرار نمـي 

ها مسئول توليد ميلين در سيسـتم اوليگودندروسيت.)12(

ــتند ــزي هس ــبي مرك ــن عص ــل اي ــطو دلي ــرا فق ــه چ ك

پذيرند هنـوز ها نسبت به كوپريزون آسيباليگودندروسيت

در حين تغذيه با كـوپريزون، دميلينيشـن. مشخص نيست

خـودي قطع كوپريزون رميلينيشن خودبهرخ داده، پس از 

هاي سازنده ترين پروتئين مهم.)13(شود در مغز شروع مي

ــين ــراه ميل ــوپروتئين هم ــامل، گليك ــين ش Myelin-( ميل

Associated Glycoprotein=MAG(،گليكـــوپروتئين

ــين ــيتي ميل  Myelin Oligodendrocyte(اليگودندروس

Glycoprotein=MOG(پروتئين اصلي ميلـين ،)Myelin 

Basic Protein=MBP(ــروتئين ــديو پــ  پروتئوليپيــ

از. باشندمي) PLPprotein Myelin proteolipid=(ميلين

هــا اولــين تغييــرات در بيــان ايــن پــروتئين كــه جــايي آن

و تغيير در سـاختار دهنده فعاليت اليگودندروسيت نشان ها

غلاف ميلين است اثـرات حفـاظتي تركيبـات مختلـف بـا 

آناندازه هـاي ذكـر ها در افزايش بيان پروتئين گيري نقش

هــدف از ايــن تحقيــق.)14(شــده ارتبــاط مســتقيم دارد

 هـاي آسـيب مشخص نمودن زمان مناسـب بـراي بررسـي

ــا مــيكــوپريزون ناشــي از ــددرك بهتــري از باشــد ت  رون

در تركيبات حفاظت كننـده مقايسهو شدهايجادها آسيب

.زمان مناسب انجام پذيرد
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و روش هامواد

در ايـن پـژوهش كليـه نكـات:ايجاد مـدل كـوپريزون

اخلاقي با توجه به مـوازين كميتـه اخـلاق دانشـگاه علـوم 

و  و منطبق با منشور اخلاقـي ايـن دانشـگاه پزشكي تهران

. در جهت به حداقل رساندن آزار به حيوانات صورت گرفت

بـالغ نـر C57BL/6هاي براي ايجاد مدل كوپريزون موش

گـرم از مركـز25تـا20هفته در محـدوده وزنـي9تا8

حيوانات در خانه حيوانـات.شدانستيتو پاستور ايران تهيه 

ـ گــراد درجــه ســانتي23±2بــا دمــاي  و دوره تــاريكي

به12روشنايي  داري تايي در قفـس نگـه6صورت ساعته

5مـدتبه درصد2/0سپس غذاي حاوي كوپريزون. شدند

شدهفته به حيو دليل ماهيت پودري غذا برايبه. انات داده

هـا در فضـاي جلوگيري از آلودگي محيط آزمايشگاه، قفس

گروه كنترل شـامل. داري شدندو در زير هود نگه جداگانه

هفتـه غـذاي پـودر شـده فاقـد5هاي سالم بود كـه موش

ــروه آزمايشــي  و گ ــد ــت كردن ــوپريزون را درياف ــامل ك ش

كه موش هفته بـا غـذاي حـاوي5مدتبه هاي سالمي بود

دو هـا كليـه آزمـايش. كوپريزون تغذيه شدند بـر روي هـر

و آزمايشي صورت گرفت .گروه كنترل

هر5و3،4هاي در پايان هفته:هاآماده سازي نمونه ، از

به6گروه تعداد پـس. صورت تصادفي انتخاب شـدند موش

و زايلوزين قفسـه از بي سـينه هوشي عميق توسط كتامين

و سپس  درون بطـن چـپ PBSليتر محلـول ميلي15باز

پرفيوژ شد تا تمامي خون موجود در عروق از دهليز راست 

بـافتي جهـت هـاي جهت آزمـايش.دشقلب حيوان خارج 

 درصد4پارافرم آلدئيد ليتر محلول ميلي15فيكس كردن 

و محـل درون بطن چپ پرفيوژ شد، پوست سـر برداشـته

سپس مغـز. اتصال استخوان بيني به جمجمه شكسته شد

10از درون جمجمــه خــارج درون محلــول گلوتارآلدئيــد 

.دشدرصد به آزمايشگاه ميكروسكوپ الكتروني منتقل

بخـش PBSجهت آزمايشات مولكولي پس از پرفيـوژ بـا

 RNase freeدر ميكروتيـوپ،كورپوس كالوزوم مغز جدا

درجــه-80و تــا انجــام آزمــايش در فريــزر گرفتــهقــرار

شد گراد نگه سانتي .داري

در ايــن مرحلــه طبــق پروتكــل كيــت:RNAاســتخراج

 RNAاستخراج RNA (Accuzol, Bioneer)استخراج 

ب. از بافت مغز انجام شد  RNA دست آوردن غلطتهجهت

آب95در RNAميكروليتر از محلول5مقدار ميكروليتر

و سـپس  حل شد آن در ) OD )Optical Densityمقطر

توسـط دسـتگاه نـانو دراپ نانومتر 280و 260طول موج 

)DeNovix ( و نسبت از RNA/DNAخوانده 6/1بيشتر

و جهت سنتز مـورد cDNAقابل قبول در نظر گرفته شد

.استفاده قرار گرفت

2، بـه DNAبراي رفع آلـودگي قبلـي بـا:cDNAسنتز
آبRNA،10ميكروليتر از نمونه DEPC ،1ميكروليتـر

و يـك واحـد آنـزيم X10ميكروليتر بافر موجود در كيت
DNaseI به و براي همگن شدن مـدت يـك دقيقـه اضافه

. كليه مراحل كار بر روي يخ صورت گرفـت. سانتريفوژ شد
حــاوي ايــن ســپس جهــت انجــام واكــنش، ميكروتيــوپ

ــه مــدت  دقيقــه در دســتگاه ترموميكســر30تركيبــات ب
)Eppendorf ( درجه سـانتي گـراد قـرار داده37با دماي

از. شد به EDTAدر ادامه يك ميكروليتر موجود در كيت
ــه  و ب در10مــدت محتويــات ميكروتيــوپ اضــافه دقيقــه

درجه سـانتي گـراد قـرار37 با دماي دستگاه ترموميكسر
ميكروليتـر5سپس حجم نمونه با اضافه كـردن. داده شد

و سـنتز20آب دوبار تقطير بـه  ميكروليتـر رسـانده شـد
cDNA كيت دستورالعملطبق)Thermo Scientific (
.انجام شد

PCR Real-time:گـر طـور خلاصـه مخلـوط واكـنش به
Green Star Master Mix Solution )5/12شــامل 
و ريورس بـا غلظـت)ميكروليتر  mM، پرايمرهاي فوروارد

و) ميكروليتـر3( cDNA،)ميكروليتـر5/0هر كدام( 10
20حجـــم نهـــايي( ميكروليتــر آب دوبـــار تقطيـــر5/3

 Real time اين آزمايش به كمك دستگاه. بود) ميكروليتر
PCR )Corbet 6000 (ــد ــام ش ژن. انج  GAPDH از

تـوالي پرايمرهـا. استفاده شـد Housekeepingعنوان به
.مشخص شده است1شده در اين مرحله در جدول استفاده
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 منابع همراه به Real time PCRتوالي پرايمرهاي مورد استفاده براي:1جدول
 منبع)3/به5/( توالي پرايمر نام مولكول

MAG 
F:CTGCCGCTGTTTTGGATAATGA 
R:CATCGGGGAAGTCGAAACGG

)15(

MBP 
F:ACACGAGAACTACCCATTATGGC 
R:CCAGCTAAATCTGCTGAGGGA 

)16(

MOG 
CAAGAAGAGGCAGCAATGGAG F:

R: CAGGAGGATCGTAGGCACAAG 
)17(

PLP 
F:CCAGAATGTATGGTGTTCTCCC 
R:GGCCCATGAGTTTAAGGACG

)18(

GAPDH 
F:GTGGAAGGGCTCATGACCACAGTCCATGCC 
R:TCTTACTCCTTGGAGGCCATGTAGGCCATG 

)15(

براي بررسي اثرات كوپريزون بـر:ميكروسكپ الكتروني

كالوزوم ميزان از دست رفتن ميلين، ناحيه مديال كورپوس

و بــههــا در هفتــهمــوش كمــك هــاي مختلــف جداســازي

مورد بررسي قرار ) TEM )Philipsميكروسكوپ الكتروني 

و  شدميزان تخريب ميلين اندازهگرفت ها ابتدا بافت. گيري

و پـارافرم  درصـد2) 1:1(آلدئيـد با محلـول گلوتارآلدئيـد

مولار1/0بار با محلول بافر فسفات3فيكس شدند، سپس 

سـاعت در محلــول2مــدت هـا بـه بافــت. شستشـو شـدند 

و سپس مراحل آبگيري2/0اوسميوم  مولار قرار داده شده

دو به ،50هـاي غلظـت( اي به كمـك الكـل مرحلهصورت

دقيقـه انجـام5و هر بار) درصد 100و80،90،95، 70

بهسپس بلوك. شد و روز3مدت هاي بافتي در رزين تهيه

هـاي بـرش. گراد قرار گرفتند درجه سانتي60در انكوباتور 

ب50نازك به ضخامت  و بـاهنانومتر وسيله اولتراميكروتـوم

و بر روي گريدهاي مسي قرار استفاده از  تيغه الماس تهيه

و سـرب رنـگ نمونه. داده شدند آميـزي ها توسـط اورانيـل

و اســلايدهاي تهيــه شــده بــه وســيله ميكروســكوپ شــده

ــايي  ــا بزرگنم ــن ب ــي ترانسميش ــي 20000الكترون بررس

.)19(شد

بررسي اثرات كوپريزون بـر رفتـار حيوانـات مـورد

در اين مرحله رفتـار حيوانـات مـورد مطالعـه بـر:مطالعه

در)Open Field(اســاس تســت اســتاندارد ميــدان بــاز  ،

و مـورد ارزيـابي قـرار گرفـت هفته دسـتگاه. هاي مختلـف

72در72ميدان بـاز از جعبـه چـوبي سـفيدي بـا انـدازه 

متر تشـكيل شـده سانتي36متر با ديواري با ارتفاع سانتي

ــود ــه. ب ــع خطــوط كــف جعب ــه شــانزده مرب 18در18ب

و يـك مربـع مركـزي در وسـط ميـدان سانتي متر تقسيم

و توسط يـك8/1در6/4اتاق آزمون. كشيده شده بود متر

وات براي ايجاد نور پس زمينه روشن شـده60لامپ قرمز 

و اتمام تسـت بـه. بود اين فضا پس از قرار دادن هر موش

مي درصد70وسيله الكل اتيلن  .)20(شد تميز

 آناليز آماري

 SPSS versionجهت انجام محاسبات آماري، از نرم افزار

و داده  18.0 باستفاده يا-صورت ميانگينهها  انحراف معيار

mean±SD  شد هاي آماري مـورد اسـتفاده، آزمون. بيان

هر. بود one-way-ANOVAطرفه آناليز واريانس يك در

دار بـودن اخـتلاف معنيعنوان معياربه >05/0pدو آناليز 

.در نظر گرفته شد

 نتايج

اثرات كوپريزون بر بيان گليكوپروتئين وابسـته بـه

)MAG(ميلين 

ــي ــل از بررس ــايج حاص ــان نت ــر بي ــوپريزون ب ــرات ك اث

هـاي مختلـف در گليكوپروتئين وابسته به ميلين در هفتـه 

داري در بيـان تغييـر معنـي. مشخص شده اسـت1نمودار

MAG نشـد ديـده اول تغذيه بـا كـوپريزون در سه هفته .

داري در بيـان شـود تفـاوت معنـي طور كه مشاهده مـي همان

MAG و بين گروه آزمايشي با گروه كنترل در هفتـه چهـارم
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بيشــرين كــاهش بيــان در هفتــه چهــارم.پــنجم وجــود دارد

و در هفته ديده .مانده است پنجم نيز به همان ميزان باقي شده

بيــان گليكــوپروتئين اثــرات كــوپريزون بــر

)MOG(اليگودندروسيتي ميلين 

ــي ــل از بررس ــايج حاص ــان نت ــر بي ــوپريزون ب ــرات ك اث

ــين  ــيتي ميل ــوپروتئين اليگودندروس ــه گليك ــاي در هفت ه

سه هفتـه تغذيـه.مشخص شده است1مختلف در نمودار 

نتـايج. نشد MOGبا كوپريزون قادر به تغيير معنادار بيان 

بـين MOGداري در بيـان معنيدهد كه تفاوت نشان مي

و پـنجم  گروه آزمايشي با گـروه كنتـرل در هفتـه چهـارم

به. وجود دارد ترتيب در هفته پـنجم بيشرين كاهش بيان

.و هفته چهارم ديده شد

)PLP(كوپريزون بر بيان پروتئوليپيد پروتئين اثرات

اثرات كوپريزون بر بيان پروتئوليپيد نتايج حاصل از بررسي

مشـخص شـده1هاي مختلف در نمودار در هفتهينپروتئ

مي. است داري بين گـروه دهد كه تفاوت معنينتايج نشان

و پنجم آزمايشي با گروه كنترل در هفته هاي سوم، چهارم

سه هفتـه تغذيـه بـا كـوپريزون باعـث تغييـر. وجود دارد

مربوط PLPبيشرين كاهش بيان.شد PLPدار بيانيمعن

چهبه هفته و پنجم بودهاي .ارم

)MBP(اصلي ميلين بر بيان پروتئين اثرات كوپريزون

اثرات كـوپريزون بـر بيـان پـروتئين حاصل از بررسي نتايج

مشـخص1هـاي مختلـف در نمـودار در هفته اصلي ميلين

شــود تفــاوت طــور كــه مشــاهده مــي همــان. شــده اســت

هاي داري بين گروه آزمايشي با گروه كنترل در هفته معني

و پــنجم وجــود دارد  ســه هفتــه تغذيــه بــا. سـوم، چهــارم

بيشـرين. شـد MBPكوپريزون باعث تغيير معنادار بيـان 

و پـنجم مربوط به هفتـه MBPكاهش بيان  هـاي چهـارم

.بود

، MAGكوپريزون باعث كـاهش بيـان،افزايش زمانبا . MBPو MAG ،MOG ،PLPبر بيان5و4و3بررسي اثر كوپريزون در هفته هاي:1نمودار
MOG ،PLP وMBP شددر ناحيه كورپوس كالوزوم موش ، *** >001/0p(نماد تفـاوت بـا گـروه كنتـرل اسـت (*) علامت. ها نسبت به گروه كنترل

01/0p< ** ،05/0p< *(;)3n=.( 

 اثرات كوپريزون بر ميزان تخريب ميلين
دست آمده با ميكروسكپ الكتروني براي ارزيـابيبهتصاوير

كـالوزوم در ميزان تخريب ميلين در ناحيه مديال كورپوس

و)1شكل(قرار گرفت استفاده اثر مصرف كوپريزون مورد

طور كـه مشـاهده همان.شد نشان داده2 نموداردر نتايج

داري بـين گـروه كنتـرل بـا گـروه شود تفـاوت معنـي مي

و پنجم وجود داردهفتهآزمايشي در  در. هاي سوم، چهارم

دريسه هفته اول تغذيـه بـا كـوپريزون تغييـر معنـ داري

بيشرين كاهش ميلـين در هفتـه. ديده نشد تخريب ميلين

.پنجم مشاهده شد



آن هايپروتئينو بررسي غلاف ميلين و همكاران نيما سندگل ...و، MAG ،MOG(مرتبط با

و بافت  139617 بهار،1، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

كوپريزون باعث افـزايش،با افزايش زمان). نوار مقياس يك ميكرومتر( كالوزوم حيوانات مورد مطالعهتصاوير ميكروسكپ الكتروني مديال كورپوس:1شكل
شدميلين در ناحيه كورپوزكالوزوم موشغلاف تخريب  .ها نسبت به گروه كنترل

ميلـين در ناحيـه كوپريزون باعـث افـزايش تخريـب،با افزايش زمان. بر ميزان تخريب ميلين5و4و3هاي اثر كوپريزون در هفته آناليز كمي:2مودارن
شدكورپوزكالوزوم موش (نماد تفاوت با گروه كنترل است(*) علامت. ها نسبت به گروه كنترل .001/0p< *** ،01/0p< ** ،05/0p<*(;)3n=.( 

 ميدان باز اثرات كوپريزون بر رفتار حيوانات در تست
حيوانـات نتايج حاصل از بررسي اثرات كوپريزون بر رفتـار

هاي مختلف مورد مطالعه قرار هفتهدر در تست اوپن فيلد

نتايج نشان داد كه ميـزان كـل حركـت).3نمودار(گرفت 

،3نمودار(، مدت حركت در ناحيه مركزي)الف،3نمودار(

در)ج،3نمــودار(، ســرعت حركــت)ب و نســبت حركــت

كل حركت پـس از تغذيـه)د،3نمودار(ناحيه مركزي به

بهكوپريزون در هفتهبا  داري تغييـر طور معني هاي مختلف

شــود تفــاوت طــور كــه مشــاهده مــي همــان. يافتــه اســت

هاي داري بين گروه كنترل با گروه آزمايشي در هفته معني

ــنجم وجــود دارد  و پ ــا. ســوم، چهــارم ــات ب ــه حيوان تغذي

آنيكوپريزون قادر به تغيير معن شد دار رفتار بيشـرين. ها

ر شدتغييرات .فتاري در هفته سوم ديده
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. نمـاد تفـاوت بـا گـروه كنتـرل اسـت (*) علامـت. تست اوپن فيلـد توسطبر رفتار حيوانات5و4و3كوپريزون در هفته هاياتبررسي اثر:3نمودار
)001/0p< *** ،01/0p< ** ،05/0p<*(;)3n=.( 

 بحث

به، 1960در دهه عنـوان يـك نوروتوكسـين بـر كوپريزون

و خوك شـناخته شـد  از. روي موش، رت ميـزان اسـتفاده

ها، كوپريزون باعث ايجاد سميت زياد، فلج اندام درصد5/0

و مــرگ ميــر بــالا شــد ادم مغــزي، دميلينيشــن،. تشــنج

و هيدروســــفالوس ) Astrogliosis(آســــتروگليوزيس 

)Hydrocephalus ( وژيـــك در علائـــم برجســـته پاتول

ايـن مشخصـات. هاي تغذيه شده با كوپريزون بودنـد موش

و مغز ميـاني قابـل به صورت شديدتر در ماده سفيد مخچه

.)21(مشاهده بود 

اثربخشـي تغذيـه Blakemoreنام اولين بار دانشمندي به

و با كوپريزون را جهـت القـاي مـرگ اليگودندروسـيت  هـا

اي فوقاني مطرح مخچههاي طور ثانويه دميلينيشن پايك به

هفتــه تغذيــه همــراه بــا5طبــق تحقيــق او، طــي. نمــود

ــوپريزون، بســياري از اكســون  ــي ك ــه شــده ول ــا دميلين ه

ساز نيز قابل تشخيص هسـتند هاي ميليناليگودندروسيت

ــع.)10( ــان قط ــط در زم ــز فق ــترده ني ــن گس رميلينيش

و Hiremath. افتـد كوپريزون از تغذيه حيوانات اتفاق مـي 

وزني غذاي درصد2/0براي اولين بار تاثير)22( كارانهم

 ــ ــخ، ب ــاده ســفيد م ــر م ــوپريزون را ب ــه ك خصــوصهروزان

كالوزوم كه ميزان دميلينيشن به وسعت بيشـتري كورپوس

پس از آن،.و به آساني قابل تشخيص است، مطرح نمودند

و رميلينيشـن بـه  طـور تاثيرات كوپريزون بـر دميلينيشـن

كـالوزوم مـورد بررسـي قـرار روي كورپـوس اي بر گسترده

هاي اخيـر نيـز مطالعـات زيـادي در مـورد در سال. گرفت

و مخچـه  و رميلينيشن مـاده خاكسـتري مـخ دميلينيشن

.)11(توسط كوپريزون صورت گرفته است 

و مـــرگ مكانيســـم دقيـــق نحـــوه ايجـــاد دميلينيشـــن

و متعاقـب آن ايجـاد اليگودندروسيت ها توسط كـوپريزون

كـوپريزون يـك. ينيشن هنـوز شـناخته نشـده اسـت دميل

شــلاتور مــس بــوده كــه منجــر بــه كمبــود مــس در مغــز 

هاي بالا نيـز هاي مس با غلظتحال، مكمل با اين. گردد مي

ــه  ــوپريزون شــوند ك ــرات ســمي ك ــانع از اث نتوانســتند م

دهنده اين اسـت كـه كمبـود مـس مكانيسـم اصـلي نشان

.)23(باشد عملكرد كوپريزون نمي

و تغذيه با كوپريزون باعث ايجاد دميلينيشن برگشت پـذير

مياز بين رفتن اليگودندروسيت آن شود، هاي بالغ كـه حال

ها در سيستم اعصاب مركـزي تحـت تـاثير آن ساير سلول

تجويز دوزهاي بالاتر اين ماده، باعث تغيير. گيرندقرار نمي

ري گي ـدر مورفولوژي ميتوكندري گشته كه منجر به شكل

همـين بـه.)12(دشو ميتوكندري بسيار بزرگ در كبد مي

و كبد ماننـد دليل، عملكرد آنزيم هاي ميتوكندري در مغز

و  ــيداز ــيتوكروم اكســـ ــيداز، ســـ ــوآمين اكســـ منـــ

آن.)24(يابد سوپراكسيدديسموتاز كاهش مي كـه جـايي از

ه ATPميتوكندري باعث توليد  و جهت يوسـتازئموشده

و فرايند آپ نقش مهمي ايفايسپتوزويون كلسيم در سلول

و متعاقـب كند، از اينمي رو اختلال عملكـرد ميتوكنـدري

توانـد دليلـي جهـت از آن اختلال در متابوليسم انرژي مي

كه حال، دليل اين با اين. ها باشدبين رفتن اليگودندروسيت

 ها نسـبت بـه كـوپريزون آسـيب چرا فقط اليگودندروسيت

در حـين تغذيـه بـا. پذيرند هنوز در دست بررسـي اسـت

كوپريزون، دميلينيشن ايجاد شده پس از سـه هفتـه قابـل 

ــه بيشــترين ميــزان در انتهــاي  و ب ــوده هفتــه5رويــت ب

اين در حالي اسـت كـه پـس از قطـع كـوپريزون. رسد مي

ــه  ــن خودب ــي رميلينيش ــروع م ــز ش ــودي در مغ ــودخ . ش

ــوزوآپ ــيسپت ــه اليگودندروس ــدنيتاولي ــال ش و فع ــا ه

ماكروفاژها دو مشخصـه برجسـته در پـاتولوژي-ميكروگليا

ساير سـازوكارهاي. باشندبافتي مدل حيواني كوپريزون مي

سـاز هاي پـيش دخيل در اين مدل شامل مهار تمايز سلول

ازو ترشح سايتوكاينهااليگودندروسيت هاي پيش التهـابي

.)13(ماكروفاژهاي فعال شده است-ميكروگليا

و از مزيت هاي مهم مدل كـوپريزون، مراحـل دميلينيشـن
و برگشت راحتـي قابـل پذير بوده كـه بـه رميلينشن واضح

مزيت ديگر ايـن مـدل در عـدم آسـيب. تشخيص هستند
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و  BBBپذيري بوده كه باعث بررسي مراحل دميلينيشـن
د شـو رميلينيشن در مغز بدون دخالت سيستم ايمني مـي 

)25(.
تـوان بـه ناشـناخته بـودن اصلي ايـن مـدل مـي از معايب

مكانيسم ايجاد دميلينيشن توسط كوپريزون اشاره كرد كه 

تواند باعث سختي در شناسايي عوامل مـوثر در از بـين مي

ــيت  ــتن اليگودندروس ــاد رف ــه ايج و در نتيج ــالغ ــاي ب ه

هـاي دميلينـه پـلاكيطور قطع، القابه. شوددميلينيشن 

اسكتوسط كوپريزون با پلا هاي ايجاد شده در بيماري ام

و نمي بهتا حدي متفاوت بوده طور دقيق اين بيمـاري توان

حال، ايـن مـدل با اين. را توسط مدل كوپريزون ايجاد كرد

باشـد جهت بررسي مراحل رميلينيشـن بسـيار مفيـد مـي 

)25(.

و قطـع آن، پس از ايجـاد دميلينيشـن توسـط كـوپريزون

ميساخت مجدد ميلين در طو ابراز. افتدل يك هفته اتفاق

ميمجدد پروتئين كند كـه هاي ميلين اين امكان را فراهم

و تـاثيرات آن بررسـي شـود  در. مراحل رميلينيشـن ايـن

بهتـرين مـدل EAEحالي است كه با وجود اينكـه مـدل 

جهت بررسي التهاب سيستم عصـبي مركـزي اسـت ولـي 

ز  يـرا ايـن بررسي رميلينيشن در آن بسـيار مشـكل بـوده

افتـد در زمان بـا ايجـاد دميلينيشـن اتفـاق مـي پديده هم

پذير اسـت ها از هم به سختي امكان نتيجه امكان تمايز آن

و نقـيض از مكانيسـم هـاي با توجه به گـزارش.)25( ضـد

ام اس هنـوز  دقيق عمل كـوپريزون در رونـد ايجـاد مـدل

و  ابهامات زيادي در مـورد نقـش ايـن تركيـب در تخريـب

توانـد ايـن تـاثيرات دوگانـه مـي. يم ميلين وجود داردترم

و يـا  مربوط به شـرايطي از قبيـل ميـزان التهـاب موجـود

ــياري از  ــه در آن بسـ ــاتولوژيكي ســـلول كـ موقعيـــت پـ

ــ. پارامترهــاي ســلولي دخيــل اســت باشــد  طــور كلــيهب

ميكوپريزون از طريق مكانيسم توانـد باعـث هاي متعددي

ژنهــاي تغييــرات در بيــان گــروه و شــودهــا متنــوعي از

همين دليل بررسي دقيق تاثير مهار ايـن فرآينـد كـاري به

. نمايدبسيار دشوار مي

 نتيجه گيري

زمـان بـر در اين مطالعه براي اولين بار، تاثير كوپريزون هم

و هاي اصلي تشـكيل دهنـده ميلـين پروتئين4روي بيان 

ام اس مـورد تغييرات رفتاري در مدل توكسـيك بيمـاري

اي است كـه منجـر بـه كوپريزون ماده. بررسي قرار گرفت

آنبروز پاسخ و در راس يسها آپوپتوز هاي متفاوت سلولي

مياليگودندروسيت و تخريب ميلين بررسـي اخيـر. شود ها

ــس از  ــان داد پ ــوپريزون، بيــان7نش ــا ك روز تغذيــه ب

هـاي بـالغي ميلين كه توسط اليگودندروسـيتها پروتئين

و پـس از ايجاد مي هفتـه5شود شروع بـه كاسـتن كـرده

و كـاهش مـي درصد50تغذيه با كوپريزون به ميزان  يابـد

بيشترين تغييرات رفتاري نيـز در همـين مـدت مشـاهده 

بر اساس مطالعات قبلي برروي مـدل كـوپريزون،. شود مي

ها پس از چنـد روز تغذيـه بـا اليگودندروسيتيسپتوزوآپ

كـه تخريـب ميلـين قابـل شود در حاليكوپريزون آغاز مي

هم5رويت پس از  و زمـان بـا از بـين رفـتن برخـي هفته

در ايـن.)26(هاي ميلـين قابـل تشـخيص اسـت پروتئين

و PLPتحقيق، كـوپريزون بيشـترين تـاثير را در كـاهش 

در) هفتـه3(ترين مدت نقص در عملكرد رفتاري در كوتاه

ناحيه كارپوس كالوزوم داشت ولي در اين مدت تاثيري در

گر اين نتيجه بيان. نداشتMAGو MOGكاهش معنادار 

آن است كه كوپريزون ممكـن اسـت از طريـق دخالـت در

ودشـو هــاي متفـاوتي باعــث تغييـرات ســلولي مكانيسـم 

زمـان يـا انـدكي پـس از مشـاهده تغييـرات مولكـولي، هم

ص در عملكرد رفتاري حيوانات نيز قابل مشاهده فرآيند نق

در مطالعـات قبلـي محققـين اقـدام بـه بررسـي. مي باشد

تركيبات دارويي در هفته هاي مختلف نموده كه اين عـدم 

شده متفاوتي هاي تمركز بر زمان مشخص منجر به گزارش

شده پس از پـنجظهبا توجه به تغييرات وسيع ملاح.است

ميهفته مصرف كوپريزو جهت دقيق بـودن.شودن توصيه

نتايج حاصل از مقايسه اثرات تركيبات حفاظتي مختلف در 

هـا در انتهـاي هفتـه پـنجم گيـري اندازهااين مدل، ترجيه

و زمان انجام مطالعـات تـاثير  صورت گيرد تا تغيير شرايط

نتايج حاصل از ايـن مطالعـه. كمتري در نتايج داشته باشد
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و برنامه ريزيراه را براي انجام مط هاي دقيقتر جهت العات

.سازدرسيدن به نتايجي قابل استناد فراهم مي

و قدرداني  تشكر

مركز تحقيقات علوم دانند از نويسندگان بر خود واجب مي

تهران، گروه زيست شناسـي پزشكي علوم دانشگاهدارويي 

و كليه همكاراني كـه مـا را در ايـن پـژوهش  دانشگاه زابل

و قدرداني نمايندياري  .نمودند تشكر
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to investigate of cuprizone time-dependent effects on MAG, 

MOG, MBP, and PLP proteins and demyelination process. 

Materials and Methods: The myelin degradation model was created with a five week diet 

containing 0.2% of cuprizone. The rats brain corpus callosum region was subjected to tissue 

and molecular evaluation at weeks 3, 4 and 5. At the end of the fifth week, behavioral studies 

were performed by open field test. 

Results: Results showed that the expression of myelin sheath proteins decreased time-

dependently in comparison with the control group. Despite the overall reduction of these 

proteins in the third week, only PLP protein decreased significantly in this week comparing to 

control (P<0.01). Other proteins also showed a significant reduction in expression after the 

fourth week. Electron microscopy studies showed significant changes in the reduction of 

myelin diameter in comparison to the control group only after 4 weeks (p<0.01). Behavioral 

studies also indicated that cuprizone was able to cause significant behavioral abnormalities in 

the animals from the beginning of the third week compared to the control group. 

Conclusion: This research was the first time to study the main myelin proteins at the same 

time, and the results show that the best time for accurate molecular, tissue and behavioral 

reviews are fourth and fifth weeks. 

Keywords: Cuprizone, Corpus Callosum, Myelin Sheath, Demyelination 
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