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چكيده 
* هدف: شناسايى آسيب هاى مولكولى وارده بر سيستم عصبى مركزى مدل حيوانى بيمارى مالتيپل اسكلروزيس

-Experimental autoimmune encephalomy) مواد و روش ها: مدل موشى انسفالوميليت اتوايميون تجربى *
elitis; EAE) به وسيله ماده گليكوپروتئين اليگودندروسيت ميلين القا گرديد. پروفايل هاى بيانى پروتئين هاى سيستم عصبى 
مركزى  موارد سالم و نمره بالينى 1 و 3 مدل EAE  با استفاده از روش پروتئوميكس مبتنى بر الكتروفورز دو بعدى به همراه 

اسپكترومترى جرمى از نوع MALDI TOF/TOF مطالعه گرديد.
بودند،  شده  بيان  مركزى  عصبى  سيستم  در  متفاوت  صورت  به  كه  را  ميتوكندريايى  پروتئين  هشت  يافته ها:   *
پروتئين   5 آنها  بين  از  دادند.  نشان  را  بيان  كاهش  دو،  هر  يا   3 و   1 بالينى  نمره  در  آنها  همه  كه  شد  شناسايى 
 ،8 پروتئين   Fe-s (يوبيكينون)  دهيدروژناز   NADH از:  عبارت  كه  بودند  ميتوكندرى  تنفسى  زنجيره  به  متعلق 
بودند.  2 فلاووپروتئين  دهيدروژناز   NADH و   ATP5B  ،Vb اكسيداز   c سيتوكروم   ،Va اكسيداز   c سيتوكروم 

 ،8 دهيدروژناز  بتا   17 استراديول  گلوتاردوكسين5،  جمله:  از  ديگر  ميتوكندريايى  پروتئين   3 بيان  كاهش  هم چنين 
و ايزوسيترات دهيدروژناز مشاهده گرديد. 

* نتيجه گيري: كاهش بيان پروتئين هاى ميتوكندريايى، اين فرضيه را تقويت مى بخشد كه آسيب هاى شبه هيپوكسى در 
بافت آسيب ديده مالتيپل اسكلروزيس ممكن است به دليل اختلالات ميتوكندريايى باشد.

* كليدواژگان: ميتوكندرى، پروتئوميكس، انسفالوميليت اتوايميون تجربى، مالتيپل اسكلروزيس
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مقدمه
و  نورودژنراتيو  التهابى  بيمارى  يك  اسكلروزيس  مالتيپل  بيمارى 
تخريب  التهاب،  بارز   مشخصات  با  مركزى  عصبى  سيستم  اتوايميون 
مكانيسم  و  پاتوژنز  چه  اگر  است؛  گليوز  و  آكسون ها  آسيب  ميلين، 
اين بيمارى هنوز به طور كامل شناخته نشده است (4-1).  در بسيارى 
اين  مطالعه  مهم  راهكارهاى  از  يكى  بهتر  شناخت   براى  مطالعات  از 
به  كه  حيوانى  مدل  بهترين  است.  حيوانى  مدل  از  استفاده  بيمارى 
تجربى اتوايميون  انسفالوميليت  مدل  مى كند،  بروز  مزمن  شكل 
 (Experimental Autoimmune Encephalomyelitis; EAE)
ميلين   دندروسيت  اليگو  گليكوپروتئين  پروتئين  از  استفاده  با  كه  است 
حيوان  در   (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein; MOG)

القا مى گردد (5-8).

براى   EAE حيوانى  مدل  روى  بر  گسترده اى  مولكولى  تحقيقات 
و  ابراهيم  است (11-9).  گرفته  صورت  بيمارى  مكانيسم  بهتر  شناخت 
و   EAE مدل  ژنى  پروفايل  ميكروارى  راهكار  از  استفاده  با  همكاران 
كنترل را بررسى نمودند كه از  تعداد  11000 ژن بررسى شده، 213 ژن 

تغيير بيان نشان دادند (12).
اسكلروزيس  مالتيپل  بيمار   4 مغز  نمونه  روى   همكاران  و  لاك 
ميكروارى  روش  با  مرگ  از  بعد   (Multiple Sclerosis; MS)
كنترل  و  بيمار  نمونه  بين  ژن ها  بيان  تغيير  مقايسه  در  كردند.  كار 
 MHC CLASS متوجه شدند كه ژن هاى پاسخ سيستم ايمنى  شامل
ژن هاى  كه  حالى  در  دارند،  بيان  افزايش   G ايمونوگلوبولين  و   II

.(13) داشتند  بيان  كاهش  ميلين  با  مرتبط  پروتئين هاى  كدكننده 
معادل   mRNA سطح  در  بيان  تغييرات  كه  داده اند  نشان  مطالعات 
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اهميت  به  باتوجه  بنابراين   .(14) نيست  پروتئين  سطح  در  تغييرات 
مى توان  بهتر  بررسى  و  شناخت  براى  سلول ها،  عملكرد  در  پروتئين 
به بررسى تغييرات در سطح پروتئين پرداخت. امروزه با پيشرفت هاى 
شناسايى  به  مى توان  پروتئوميكس،  فناورى هاى   در  گرفته  صورت 
بيوماركرها و نيز نقشه پروتئين ها در بيمارى هاى مختلف دست يافت 

 .(16 ،15)
دو  الكتروفورز  از  تركيبى  به  مى توان  فناورى ها  اين  جمله  از 
تغيير  مى كند  كمك  كه  نمود  اشاره  جرمى  واسپكترومترى  بعدى 
بيان پروتئين ها را در حالات مختلف به دست آيد. با كمك راهكار  
پروتئوميك و شناسايى پروتئين هاى سسيستم عصبى مركزى مي توان 
رخدادهاى پاتو فيزيولوژيك در اختلالات سيستم عصبى مركزى را 

مورد مطالعه قرار داد (17).
در مطالعه پروتئوميكس نخاع  كمرى EAE،20 پروتئين جديد كه 
در اثر بيمارى تغيير بيان پيدا كرده بودند، شناسايى شدند. اين پروتئين ها 
در التهاب، حفظ و آسيب سيستم عصبى، Cytoskeletal Integrity و 

سنتز پروتئين نقش دارند (11).
مالتيپل  در  ميتوكندريايى  نقص هاى  به  متعددى  مطالعات  در 

اسكلروزيس و EAE اشاره  شده است (18-20). 
هدف از مطالعه، بررسى تغييرات پروتئينى سيستم عصبى مركزى 
بيمارى  حاد  مرحله  و  شروع  زمان  در   (c57BL/6) EAE موشى  مدل 
ميتوكندرى  اهميت  به  توجه  با  است.  بوده  كنترل  گروه  با  مقايسه  در 
در بيمارى MS، تمركز اصلى مطالعه بر روى پروتئين ها و تغييرات آن 
 MS  بوده تا آسيب هاى وارده به ميتوكندرى در مدل حيوانى بيمارى

بهتر شناسايى گردد. 

مواد و روش ها
EAE القا مدل حيوانى

ايران  پاستور  انستيتو  از  كه   c57BL/6 هفته اى   6 ماده  موش هاى 
و 12  سانتي گراد  درجه   22 +  1 دماى  شرايط  تحت  بودند  شده  تهيه 
به  هفتگى   8 در  و  نگهدارى  تاريكى   ساعت   12 و  روشنايى  ساعت 

سه گروه تقسيم شدند.
ميزان  به   MOG  35-55 پپتيد  موش  هر  ازاي  به  اول:  گروه 
بافر  فسفات  محلول  ميكروليتر   100 حجم  در  گرم  ميكرو   400
 4 غلظت  با  كامل  ادجوانت فروند  ميكروليتر   100 حجم  با  كه 
موش  فلانك  دو  در  سپس  شد.  امولسيفيه  ميلي ليتر  در  ميلي گرم 
به  و2   0 روزهاى  نوبت  دو  در  و  تزريق  جلدى  زير  ميكروليتر   200
آب  ميكروليتر   100 حجم  در  پرتوزيس  سم  نانوگرم   500 ميزان 
مرحله  در  گروه  اين  موش هاى  گرديد.  تزريق  پريتوان  داخل  مقطر 

شدند. كشته   Co2 گاز  با   1 بالينى  نمره  يا  علايم  شروع 
اول  گروه  مانند  گروه  اين  مدل سازى  دوم:  گروه  موش هاى 
با   3 بالينى  نمره  يا  حاد  مرحله  در  گروه  اين  موش هاى  ولى  بوده 

شدند. كشته   Co2 گاز 
فروند  ادجوانت  فقط  كه  بود  كنترل  گروه  همان  سوم:  گروه 
ميلي ليتر  در  ميلي گرم   4 كامل را به ميزان 200 ميكروليتر با غلظت 
گروه  اين  موش هاى  كردند.  دريافت  زيرجلدى   فلانك  دو  هر  در 

CO2 كشته شدند. هم زمان با گروه نمره بالينى 3 با گاز 
نبود،  آگاه  آنها  تقسيم بندى  از  كه  شخصي  توسط  موش ها 
بر  بالينى  نمره  مي شدند؛  بالينى  نمره  وتعيين  وزن  نوبت  يك  روزانه 

اساس اين معيار  در جدول 1 ارايه گرديده است.

EAE جدول1: تعريف نمره بالينى مدل
علائم بالينى نمره بالينى

نرمال 0 

فلج دم 1
پارزى يا بى حسى اندام هاى عقبى 2

فلج اندام هاى عقبى 3
فلج چهار اندام 4

مرگ 5

با  و  استخراج  بلافاصله  آنها  نخاع   و  مغز  موش ها،  كشتن  از  پس 
سانتي گراد  درجه   80 منفي  دماى  به  و  داده  شست وشو  سالين  نرمال 

شد. منتقل 

استخراج پروتئين
و  بهاروند  روش   اساس  بر  نخاع   و  مغز  از  پروتئين  استخراج 
مغز  نمونه هاي   كل  ابتدا  شد (21).  انجام  تغيير  اندكي  با  همكاران  
كنترل  و   3 باليني  نمره   ،1 باليني  نمره  گروه  سه  در  كه  كه  نخاع  و 
بودند،  شده  نمونه برداري  تكرار  سه  در  و  جداگانه  صورت  به 
دستگاه  و  ورتكس  از  استفاده  با  و  خوبى  به  ليزكننده   بافر  در 
به  حاصل  سوسپانسيون  سپس  شدند.  سوسپانسيون  سونيكيتور  
شد.  سانتريفيوژ  دور   10000 در  اتاق  دماى  در  و  دقيقه   10 مدت  
سرد محلول  ميلي ليتر   8 و  شده  برداشت  رويى  مايع  بعد  مرحله  در 
مدت به  و  اضافه   آن  به  حجم  به  وزن  درصد   10  TCA/aceton
دادن  رسوب  جهت  سانتي گراد،  درجه   -20 دماى  در  ساعت   1
مدت  به  سانتي گراد  درجه   4 دماي  در  سپس  گرفت.  قرار  پروتئين 
مايع  مرحله  اين  در  گرديد.  سانتريفيوژ  دور   10000 در  دقيقه   10
DTT/ محلول  در  پروتئين  حاوى  پلت  و  شده  ريخته  دور  رويى 

نمونه)  شست وشوي  (محلول  حجم  به  وزن  درصد   0/07  aceton
 -20 دماى  در  ساعت   1 مدت  و  درآمد  سوسپانسيون  حالت  به 
گرفت.  قرار  پروتئين ها  بهتر  رسوب  جهت  سانتي گراد،  درجه 
دور   10000 با  و  سانتي گراد  4درجه  دماى  در  نمونه  محلول  سپس 
نمودن  برطرف  جهت  ديگر  بار  يك  مرحله  اين  گرديد.  سانتريفيوژ 
پس  نهايت  در  تكرار،  پلت  در  موجود  غيرپروتئينى  آلودگي هاى 
آن  در  موجود  استون  تا  گرديد  ليوفيلايز  شست وشو  بار  دو  از 

شود. حذف 
هضم كننده بافر  از  استفاده  با  پلت  از  پروتئين ها  نمونه  استخراج 
(7M urea,  2M thiourea, 20 mM DTT, 4% CHAPS, 
2mM EDTA, 1 Tablet protease inhibitor cocktail for, 
40mMTris Base, 2% ampholite, 1mM PMSF 50 ml 
lysis buffer)

 500 شده  ليوفيلايز  پلت  به  بدين منظور  گرفت.  صورت  پروتئين 
يك  مدت   به  و  شده  افزوده  هضم كننده  محلول  از  ميكروليتر 
طول  در  گرفت.  قرار  سانتي گراد  درجه   37 دماي  در  ساعت 
نمونه  حاوى  اپندورف  تيوب  دقيقه   5 هر  تناوب  به  مدت  اين 
گيرد.  صورت  مطلوب ترى  نحو  به  استخراج  تا  شده  ورتكس 
روميزى  سانتريفيوژ  از  استفاده  با  حاصله  سوسپانسيون  سپس 
پروتئين  حاوى  كه  رويى  محلول  و  سانتريفيوژ  دور   10000 در 

شد. برداشته  بود،  شده  استخراج 
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الكتروفورز و رنگ آميزى ژل ها
بعد اول:

از ژل هاى نوارى 24 سانتى مترى (pH =4-7) و Biorad استفاده شد. 
بدين منظور ابتدا 250 ميكروگرم از پروتئين استخراج شده در محلول

 Rehydration (Urea 8M,CHAPS 2%W/V, Bromophenol
 (Blue a few grain, IPG Buffer 0.5%

باز  مخصوص  سينى هاى  داخل  در  نوارى  ژل هاى  سپس  و  شد  حل 
جذب ژل هاى  رشته اى در  طول  شب  با  اين محلول تيمار  شدند. 
Protein IEF Cell  منتقل و الكتروفورز با  سپس  ژل ها  به دستگاه 
ساعت،   1 مدت  به  ولت   250 دقيقه،   30 مدت  به  ولت  برنامه (250 
3500 ولت به مدت3/5  ساعت و 3500 ولت به ميزان 80000 ولت 

شد. اجرا  ساعت) 

بعد دوم:
پس از اتمام بعد اول، ژل هاى نوارى به مدت 15 دقيقه تحت تاثير 

محلول متعادل كننده
(6 M urea, 30% (w/v) glycerol, 2% (w/v) SDS, 50 mM 
Tris-HCl buffer, pH 8.8. 1%,  (w/v) DTT ) 

 SDS-PAGE قرار گرفته و براى انجام بعد دوم به روى ژل هاى
حجم  به  وزن  درصد   0/5 آگارز  محلول  از  شدند.  منتقل  12درصد 
الكتروفورز  تانك  از  استفاده  با  و  شد  استفاده  ژل  دو  اتصال  جهت 
وات   1/5 برنامه  با  دوم  بعد   ،(PROTEIN II, Bio-Rad) عمودى 

براى هر ژل انجام شد.
استفاده  با  ژل ها  روى  بر  پروتئينى  نقاط  آشكارسازى 
ژل ها  دوم،   بعد  اتمام  با  گرفت.  صورت  نقره  نيترات  از 
به   ساعت  يك  مدت  به  و  شده  جدا  شيشه ها  روى  از 
كننده ثابت  محلول  حاوى  رنگ آميزى  مخصوص  سينى هاى  

ژل ها  مرحله  اين  از  پس  شدند.  منتقل   (Fixative Solution)
 20 مدت  به  مقطر  آب  با  بار  دو  و  30درصد  اتانول  با  بار  دو 
جهت  ژل ها  شست وشو،  انجام  از  پس  شدند.  شست وشو  دقيقه 
دقيقه   1 مدت  به  نقره  نيترات  با  رنگ آميزى  براى  شدن  آماده 
 30 مدت  به  بار  سه  سپس  داده  قرار  كننده  حساس  محلول  در 
شست وشوى  از  پس  شدند.  داده  شست وشو  مقطر  آب  با  ثانيه 
شده  ريخته  ژل ها  روي  به  0/2درصد  نقره  نيترات  محلول  آخر، 
سپس  يافت.  ادامه  دقيقه   30 حداقل  مدت  به  رنگ آميزى  عمل  و 
به  بار  هر  بار  سه  ژل ها  و  حذف  محيط  از  نقره  نيترات  محلول 
مرحله  اين  از  پس  شدند.  شسته  مقطر  آب  با  ثانيه   30 مدت 
درصد  3) ظهور  محلول  از  ژل ها  روى  نقاط  آشكارسازى  جهت 

درصد)،   37)  Formaldehyde و 0/05   ،Sodium Carbonate
دقيقه   8-15 مدت  به   (Sodium Thiosulfate درصد   0/0005
آشكارساز  كننده  متوقف  محلول  استفاده  با  نهايت  در  و  استفاده 
شسته  مقطر  آب  با  بار   3 ژل ها  متوقف،   (Glycin) درصد   5 نقاط 
صورت  همكاران  و  نصرآبادى  روش  اساس  بر  ژل ها  آناليز  شد. 

 .(22) گرفت 

با نقاط  شناسايي  و  ژل ها  آناليز  تصاوير،  اكتساب 
Mass Spectrometry (MS)

 GS-800 دنسيتومتر  از  استفاده  با  شده  رنگ آميزى  ژل هاى 
تصاوير  و  شده  اسكن  اينچ  در  نقطه   600 وضوح  با  و   (Bio-Rad)

 Image master 2D Platinum (GE) مربوطه با استفاده از نرم افزار
Healthcare، آناليز شدند.

بعدى،  دو  ژل هاى  از  حاصل  داده هاى  آمارى  آناليز  از  پس 
دو  حداقل  بيمارى  مدل  القاي  اساس  بر  آنها  بيان  كه  نقاطى 
ژل هاى  روى  از  داشتند  افزايش)  يا  (كاهش  معنى دار  تغيير  برابر 
طيف  با  كه  برليانت بلو  كوماسي  رنگ  با  شده   رنگ آميزى 
در  پروتئينى  نقاط  سپس  شدند.  جدا  است  سازگار  جرمي  سنجي 
اسپكترومترى  دستگاه  از  بااستفاده  و  انگلستان  يورك  دانشگاه 
(Bruker MALDI Tof/Tof ultraflex III) آناليز و شناسايى شدند. 

يافته ها
بررسي تغييرات الگوي پروتئوم مغز و نخاع

پس از اكتساب تصاوير ژل ها با دنسيتومتر و ورود آنها به نرم افزار 
Image master 2D Platinum (GE Healthcare)، روى ژل هاى 
به  نقطه   680 نقاط  اين  بين  از  شد.  شناسايى  نقطه   1500 حداقل  مغز 
بر  و  شد  داده  تشخيص  تكرار پذير  چشم  تاييد  با  و  نرم افزار  كمك 
نرم افزار  از  استفاده  با   t test نظير  آمارى  آناليزهاى  نقاط،  اين  روي 

مذكور انجام گرفت.
تغيير  برابر  دو  از  بيش  نقطه    70 نقاط،  اين  ازآناليز  پس 
دادند.  نشان  مرحله  دو  از  يكى  در  حداقل  خود،  بيان  در  معنى دار 
شده  رنگ آميزى  ژل هاى  روى  در  نقطه   63 تنها  نقاط  اين  بين  از 
پروتئين ها  اين  بودند.  مشاهده  قابل  برليانت بلو  كوماسى  رنگ  با 
گرديد  ارسال  جرمى  سنجى  طيف  با  شناسايى  براى  و  گشته  جدا 
 48 شناسايى  به  موفق  جرمى  سنجى  طيف  دستگاه  نهايت  در  كه 

شد. مغز  در  پروتئين 
بود.  شناسايى  قابل  نقطه   2000 حداقل  نخاع  ژل هاى  روى 
چشم  تاييد  با  و  نرم افزار  كمك  به  نقطه   760 نقاط  اين  بين  از 
نقاط  اين  روى  آمارى  وآزمون هاى  شد  داده  تشخيص  تكرارپذير 
دو  از  بيش  آنها   بيان    EAE در  كه  پروتئين هايى  بين  از  شد.  انجام 
در  جرمى  سنجى  طيف  كمك  به  نقطه   23 بود،  يافته  تغيير  برابر 

شد. شناسايى  نخاع 

بررسى محل فعاليت پروتئين هاى شناسايى شده
اين  بر  علاوه  سلول  در  پروتئين  يك  فعاليت  محل  تعيين 
در  كند،  ترسيم  پروتئين  ساختار  مورد  در  ايده اى  مى تواند  كه 
كه  بيولوژيك  پروسه هاى  نوع  پيش بينى   در  مى تواند  حدي 
اهميت  حايز  مى پردازد،  نقش  ايفاى  به  آن  در  پروتئين  يك 
پروتئوم  مجموعه  بر  بيمارى  يك  تاثير  بررسى  هنگام  به  باشد. 
مى تواند  درگير  پروتئين هاى  استقرار  محل  بافت،  يك  سلولى 

باشد. موثر  بيمارى زايى  مكانيزم هاى  پيش بينى  در 
نظير اطلاعاتى  بانك هاى  در  جستجو 

European Bioinformatic Institute  EBI (www.ebi.ac.uk) 
نشان داد كه از بين 48 پروتئين پاسخ دهنده در مغز 6 پروتئين به شماره هاى 

1، 115، 136، 143، 231 و 452 در ميتوكندرى قرار دارند (شكل 1). 
شماره هاى 26 و 89 در  دهنده به  نخاع نيز  دو پروتئين پاسخ  در 
پروتئين ها  اين  بيان  ميزان  بررسى    .(2 (شكل  دارند  قرار  ميتوكندرى 
نشان مى دهد كه  بيان  پروتئين هاى پاسخ دهنده ميتوكندريايى سيستم 
عصب مركزى با شروع يا پيشرفت علايم بيمارى كاهش نشان دادند 

(جدول 2).
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جدول2: نتايج طيف سنجى جرمى پروتئين هاى ميتو كندريايى مغز و نخاع كه به روش MALDI TOF/TOF شناسايى شدند.
نقاط شناسايى شده حداقل دو برابر تغيير در بيان خود در يكى از دو گروه شروع و يا پيشرفت علايم داشتند.

Mass  spectromet ry results of proteins expressed using MALDI TOF/TOF
Expression level gMS/MS 

MS f-
.Cov%
/Score

Protein  nameGene
symbol

Accession
No.d

Exp.c

Pi/Mw 
Theo.b

Pi/Mw
 S p o t
IDa

Score3/
Sham

Score1/
Sham

ND**ND*10/533/231NADH dehydrogenase (ubi-
quinone) Fe-S protein8

Ndufs 8461954305/9/24
5/5/27

1

-1/99**-2/06**3/122/108Cytochrome C Oxidase VaCox5a19429905/3/15
5/12

115

-1/27-2/04**2/130/111Cytochrome C Oxidase VbCOX5B2235906/4/15
6/5/11

136

-2/83**-4/63**2/221/113glutaredoxin 5Glrx5213121535/1/14
6/1/16

143

-1/60-2/56**7/434/234H2-K region expressed 
gene 6

H2-Ke61486782956/6/33
10/2/25

231

1/26-2/53**9/227/93Isocitrate dehydrogenaseIdh3a1486938756/2/41
5/8/35

452

-6/67**-3/99**6/155/80ATP synthase,H+ trans-
porting, mitochondrial F1 
complex, beta

ATP5B321893944/9/32
4/4/25

26

-2/03**-1/62**4/442/242NADH dehydrogenase (ubi-
quinone) flavoprotein2

Ndufv2263531425/7/28
7/5/21/5

89

a The numbering corresponds to the 2D gel in Figure1& 2; b Experimental pI and MW; c Theoretical pI and MW;  dAccession number in  NCBI; e Mascot score and 
percent coverage 
resulted from combined MS-MS/MS search;  f Number of peptide identified by PMF and MS/MS; g Fold change in expression (percent volume of Score1&3/percent 
volume 
of Sham ,ND: protein was not detected in Score 1 or 3; * Change statistically significant in Score 1 or 3compared to Sham when p<0.05; 
** Change statistically significant in Score1&3 compared to Sham when p<0.01.

Mw 
KDa 

Mw 
KDa 

4 7PI

۱ 

۱۱۵

۱۳۶
۱۴۱

۲۳۱

۴۵۲ 

Score1 Score3 

1

۱۳۶

Sham 

۴۵۲ 

۱۴۱۱

231

94 

67 

43 

30 

20 

14 

 SDS-PAGE  شكل1: تصوير ژل دو بعدى مغز موش. در بعد اول 250 ميكروگرم پروتئين از هر نمونه روى ژل هاى نوارى لود شد و براى بعد دوم از
12درصد استفاده گرديد. رنگ آميزى نيترات نقره يراى ظاهرسازى نقاط به كار رفت. نقاط اشاره شده مجموعه پروتئين هاى ميتوكندريايى مغز را نشان 

مى دهد كه بيان آنها در پاسخ به بيمارى تغيير يافته است.
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بحث
با  را   EAE مدل  مركزى  عصبى  سيستم  پروتئوم  مطالعه،  اين  در 
تفاوت  آنها  بيان  كه  را  پروتئين هايى  كرديم.  مقايسه  كنترل  گروه 
با  بودند  نموده  پيدا   3 و   1 بالينى  نمره  كنترل،  گروه  بين  معنى دارى 
كمك اسپكترومترى جرمى شناسايى نموديم. از ميان آنها، 8 پروتئين 
تنفسى  چرخه  به  مربوط  پروتئين   5 كه  داشتند  قرار  ميتوكندرى  در 
داخلى  غشا  در  ميتوكندريايى  تنفسى  چرخه  مى باشد.  ميتوكندرى 
تا   I (كمپلكس هاى  كمپلكس  چهار  شامل  و  گرفته  قرار  ميتوكندرى 

IV) وكمپلكس V است كه به طور مستقيم در سنتز ATP دخالت دارد 
(شكل 3).

كمپلكس هاى زنجيره تنفسى ميتوكندرى از زير واحدهاى متعددى 
تشكيل شده كه توسط DNA هسته و DNA ميتوكندرى كد مى شوند. 
كد  هسته   DNA وسيله  به  كامل  طور  به   II كمپلكس  پروتئين هاى  

مى گردند (23).
نقطه شماره 1 در ژل هاى  مغز  فقط در گروه كنترل ديده شده و با 
استفاده از اسپكترومترى جرمى اين نقطه به عنوان NADH دهيدروژناز 

 
شكل3: تصوير شماتيك زنجيره تنفسى ميتوكندرى و كمپلكس هاى پروتئينى آن. برخى از پروتئين هاى 

پاسخ دهنده در مدل EAE اين مطالعه به كمپلكس هاى اين زنجيره تعلق دارند. 

 

Mw 
KDa 

4 7PI

94 

20 

67 

43 

30 

14 

26 

26 

89 

89 

Sham Score1 Score3 

شكل2: تصوير ژل دوبعدى نخاع موش. بيان دو پروتئين 26 و89 در پاسخ به روند پيشرفت بيمارى كاهش
پيدا نموده است.
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يك  گرديد،كه  شناسايى   (Ndufs8)   8 پروتئين   Fe-s (يوبيكينون) 
عضو از كمپلكس I است. هم چنين نقطه شماره 89 در ژل هاى نخاع در 
نمره بالينى 1 و 3 كاهش بيان نسبت به گروه كنترل نشان داد. اين نقطه 
پس از اسپكترومترى جرمى به عنوان NADH  دهيدروژناز (يوبيكينون)  
 I كمپلكس  از  عضوى  كه  شد  شناسايى   (Ndufv2)  2 پروتئين  فلاوو 

است.
 كمپلكس I پستانداران از 45 زير واحد متفاوت تشكيل شده است. 
دهيدروژناز   NADH فعاليت هاى   I كمپلكس  از   Ndufs8 واحد  زير 
دهيدروژناز   NADH فعاليت   Ndufv2 واحد  زير  و  واكسيدوردوكتاز 
و هم چنين انتقال الكترون را دارد (23، 24). مطالعات قبلى نشان داده 
به  بافت  در  ميتوكندرى  تنفسى  زنجيره   I كمپلكس  فعاليت   كه  است 
يافته  كاهش  اسكلروزيس  مالتيپل  مزمن  فعال  ضايعات  از  آمده  دست 
در  اختلالات  كه  است  داده  نشان  اخير  مطالعات   .(19  ،18) است 
ميلين  تخريب  و  عصبى  دژنراسيون  به  مى تواند   I كمپلكس  واحد  زير 
نوكلئوتيدى  تك  پلى مورفيسم  هاپلوتايپ هاى   .(25-27) گردد  منجر 
مى كند (28).  تائيد  را   MS با  ارتباط   I كمپلكس  هسته اى  ژن هاى  در 
نقص كمپلكس I در بافت ماهيچه اى بيماران MS نيز توسط كومله و 

همكاران گزارش گرديد (29). 
دو  عنوان  به  مغز  ژل هاى  در  و 136  پروتئينى 115  نقاط  هم چنين 
عضو  كمپلكس IV شناسايى شد. با آناليز اسپكترومترى، نقطه 115 به 
عنوان زير واحد Va سيتوكروم c اكسيداز، و نقطه 136 به عنوان زير 

واحد Vb سيتوكروم c اكسيداز شناسايى شدند.
انتقال  كه  است  آنزيمى  كمپلكس  يك  اكسيداز    c سيتوكروم 
مى دهد.  انجام  را  اكسيژن  مولكول  به   c سيتوكروم  از  الكترون ها 
زيرواحدهاى  Va و Vb از سيتوكروم c اكسيداز زيرواحدهاى كدشده 
عملكردهاى  هستند.  انسانى  ميتوكندرى  تنفسى  چرخه  از  هسته  توسط 
اين زير واحدها ناشناخته است، اما اين احتمال مى رود كه نقش تنظيم و 
هم گذارى كمپلكس  را ايفا كنند (30، 31). كاهش عملكرد كمپلكس 
IV مرتبط با كاهش بيان ژن هاى (كدشونده توسط هسته) پروتئين هاى 
شده  ديده   MS بيماران  حركتى  كورتكس  بافت  در  ميتوكندريايى 

است. 
شامل  ميتوكندريايى  ديگر  پروتئين هاى  بيان  كاهش  هم چنين 
گلوتاردوكسين 5 (نقطه 143)، استراديول 17 بتا  دهيدروژناز 8 (نقطه 
مشاهده  مغز  در  را   (  452 (نقطه  دهيدروژناز  ايزوسيترات  و   ،(231

نموديم. 
نقطه شماره 26 نخاعى كه درگروه هاى نمره بالينى 1 و 3 كاهش 
چشم گيرى در مقايسه با گروه كنترل داشت، با استفاده از اسپكترومترى 
 V شناسايي شد كه يك پروتئين  كمپلكس ATP5B جرمى به عنوان
شكل  به  انرژى  كه  است  تنفسى  زنجيره  از  متشكل  ميتوكندرى  است. 

ايفا  كلسيم  هموستاز  و  آپوپتوز  در  مهمى  نقش  و  توليد  آن  در   ATP
مى كند (24). 

بيمارى هاى  در  ميتوكندريايى  تنفسى  زنجيره  عملكرد  اختلال 
است  گرديده  گزارش   MS و  پاركينسون  آلزايمر،  مانند:  نورولوژيك 

.(32 ،19)
بيمارى  با  ميتوكندريايى  اختلالات  در  بالينى  علايم  شباهت هاى 
MS (خستگى، اختلال بينايى، سر درد، كاهش شنوايى، تشنج، آتاكسى 
و فراموشى) دليلى بر ارتباط نزديك اختلالات ميتوكندريايى با بيمارى 

MS بيش از آن چيزى است كه شانس به حساب آيد (33، 34).
مطالعه بر روى EAE نشان داده كه تغييرات مولكولى مسير داخلى 
شامل: نيتراسيون و استرس اكسيداتيو پروتئين هاى ميتوكندريايى قبل از  

بروز التهاب و تخريب ميلين رخ مى دهد (35).
تقويت  را  فرضيه  اين  ميتوكندرى  پروتئين هاى  بيان  كاهش 
اكسيژن  كاهش  وضعيت  به  شبيه  شده  ايجاد  آسيب هاى  كه  مى بخشد 
در بافت سيستم عصبى مركزى بيمار مالتيپل اسكلروز در اثر اختلالات 

ميتوكندرى به وجود مى آيد. 

نتيجه گيرى 
 ،MS بيمارى  در  آن  نقش  و  و  آمده  عمل  به  يافته هاى  به  توجه  با 

فرضيه هاى زير استنتاج  مى گردد: 
است  اوليه  عامل  تنفسى،  زنجيره  مهم  پروتئين هاى  بيان  كاهش   .1
براى  ميلين  ساختمان  چون  باشد؛  ميلين  تخريب  مى تواند  آن  نتيجه  و 

نگهدارى نياز به ATP دارد.
2. كاهش بيان پروتئين ها نه به دليل فيدبك كاهش نياز به انرژى 
درون سلولى بلكه در نتيجه غير فعال شدن مسيرهاى مولكولى خاصى 

است كه در نتيجه تخريب ميلين و ايجاد  EAE به وجود مى آيد.
3. كاهش بيان پروتئين هاى كمپلكس I ممكن است به طور مستقيم 
كردن  غيرفعال  يا  فعال  طريق  از  بلكه  نداشته  ميلين  تخريب  با  ارتباطى 

مسيرهاى مولكولى آبشار ديگرى عامل ايجاد تخريب ميلين باشد.
تخريب  با  است  ممكن   I كمپلكس  پروتئين هاى  بيان  كاهش   .4
ميلين ارتباط نداشته بلكه از ميلين سازى مجدد جلوگيرى كند و از اين 

طريق تخريب ميلين، پايدار وگسترده گردد.

تقدير و تشكر
كه  كاظمى آشتيانى  سعيد  دكتر  روح  به  درود  و  سپاس  ضمن 
نمودند،  ارايه  پروژه  اين  تصويب  جهت  را  خود  بى دريغ  حمايت هاى 
پروژه  اعتبارات  تامين  جهت  به  رويان  پژوهشكده  از  قدردانى  مراتب 

اعلام مى گردد. 
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Abstract 
Objective: Detection of central nervous system (CNS) molecular defects in an animal model 
of multiple sclerosis.  
Materials and Methods: Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) was induced 
by a myelin oligodendrocyte glycoprotein. Protein expression profiles in the central nervous 
system between healthy clinical scores 1 and 3 of EAE were studied using a two dimen-
sional electrophoresis based proteomics approach coupled with MALDI TOF/TOF mass 
spectrometry.
Results: We identified 8 mitochondrial proteins that were differentially expressed in CNS, all 
of them down-regulated in scores 1 and/or 3. Of these,  5 proteins belong to the mitochondrial 
respiratory chain  including: NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 8, cytochrome 
c oxidase Va, cytochrome c oxidase Vb, ATP5B, NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavo-
protein 2. We also observed down-regulation of three other mitochondrial proteins including: 
glutaredoxin 5, estradiol 17 beta-dehydrogenase 8 and isocitrate dehydrogenase.
Conclusion: Down-regulation of mitochondrial proteins supported the hypothesis that 
hypoxia-like tissue injury in multiple sclerosis (MS) lesions may be due to mitochondrial 
impairment. 
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