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  مقاله پژوهشي
  

   در غشاء پايه شبكه كوروئيد مغزي IVبررسي ظهور كلاژن نوع 
  درطي تكامل جنين موش 

    
  ***كريمفر محمدحسن دكتر، **عباسعلي معين دكتر ،*دكتر مهدي جلالي ،* نيكروشمحمدرضا دكتر

  ***** هوشنگ رفيقدوستدكتر، ****شبنم محمدي

  
  7/5/88:   ،  پذيرش    26/12/87  :دريافت 

  

  :چكيده
 شبكه كوروئيد مغزي نقش مهمي در ترشح مايع مغزي نخاعي دارد، اما هنوز ويژگيهاي آن بـه درسـتي شـناخته                      :مقدمه و هدف  

در مطالعه حاضـر    .  يكي از مهمترين پروتئينهاي غشاء پايه و ماتريكس خارج سلولي شبكه كوروئيد است             IVكلاژن نوع   . نشده است 
از تكنيك ايمونوهيستوشيمي ظهور اين نوع كلاژن در غشاي پايه شبكه كوروئيد در طي مرحله جنيني موش سعي گرديد با استفاده 
  .مورد مطالعه قرار گيرد

پس از جفت گيري و تعيين . تحت شرايط استاندارد نگهداري شدندBalb/c موش باكره نژاد  24در اين مطالعه تجربي   :روش كار
سپس با جدا نمودن سر جنين ها اقدام بـه آمـاده            . دهم تا روز آخر بارداري جمع آوري گرديد       روز صفر حاملگي، جنين هاي روز       

 مورد مطالعـه ايمونوهيـستوشيمي   IVسازي بافتي شد  و برش هاي حاصل از نواحي كوروئيد بطني به منظور  رديابي كلاژن نوع                 
  . قرار گرفت

وازدهم جنيني در غشاي پايه شبكه كوروئيد با واكنش ضعيف ظهور يافته و  در روز دIV اين مطالعه نشان داد كه كلاژن نوع   :نتايج  
اما در روز هاي بعد از آن از نظر شدت واكنش تفـاوت معنـي داري                بتدريج تا روز هفدهم جنيني بر مقدار آن افزوده مي شود              

  . مشاهده نگرديد
 در غـشاء پايـه و       IVتوبول هاي كليوي به ظهور كلاژن نـوع          در مطالعات قبلي نشان داده شد كه تكامل گلومرولها و            :نتيجه نهايي 

 وابـسته   IV داد كه تكامل غشاء پايه كوروئيد به سنتز كلاژن نوعنشاننتايج مطالعه حاضر نيز . ماتريكس خارج سلولي وابسته است
ئيد مـي شـود     تأكوروئيد اين نظريه    بنا بر اين با توجه به جايگاه خاص اين پروتئين در توبول ها و گلومرولهاي كليه و شبكه                   . است

كه حضور آن همانند ساختار هاي فيلتراسيوني كليه به شبكه كوروئيد نيز كمك مي كند تا اين شـبكه در امـر ترشـح مـايع مغـزي                       
  .نخاعي بعنوان سدي انتخابي عمل نمايد

   

  موش / IVكلاژن نوع / غشاي پايه / شبكه كوروئيد  : كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
شبكه هاي كوروئيد مجـاور بطنـي بخـشي از ضـمايم                 

  ثير گـذار در تكامـل و بقـاي سيـستم عـصبي            تأحساس و   
  محسوب مي شود كه به موازات شـكل گيـري بطـن هـاي             

  
  
  
  

  مغزي و در ارتبـاط بـا آنهـا شـروع بـه پيـدايش و تكامـل                  
  ســپس ايــن شــبكه بــه گونــه اي ســازگاري و. مــي نمايــد

 مغـزي   -ايجـاد سـد خـوني     تخصص مي يابد كه بتواند بـه        
  منجر شود و در ترشح مداوم مايع مغزي نخاعي و تبادلات

  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )Nikravesh@hotmail.com(استاد گروه علوم تشريحي و بيولوژي سلولي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد *

  شكي زابلاستاديار گروه علوم تشريحي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پز **
  استاديار گروه علوم تشريحي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي قزوين ***

  كارشناس ارشد گروه علوم تشريحي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد ****
  دانشيار گروه علوم تشريحي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي زاهدان *****
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در سـاختمان   ). 1(يوني بين خون و مغز ايفاي نقش نمايد         
اين شـبكه مولكولهـايي از جملـه لامينـين، فيبـرونكتين،            

در شركت مـي كننـد كـه         IVهپاران سولفات و كلاژن نوع    
زايي برخوردار اسـت     از اهميت بس   IVاين ميان كلاژن نوع     

 و تثبيــت آن در حــد IV پيــدايش كــلاژن نــوع بطوريكــه
مناسب در طـي تكامـل شـبكه كوروئيـد تـضمين كننـده              

  .)2(سلامت و عملكرد صحيح آن محسوب مي شود 
تحقيقات انجام شده در اين زمينه نشان داده است كه       

غشاي پايه در سلولهاي اپي تليـال شـبكه كوروئيـد افـراد             
). 3(ز نظر ضخامت، وضعيتي نامنظم پيدا مـي كنـد         مسن ا 

فقـدان يـا    همچنين مطالعات ديگـر نـشان مـي دهـد كـه             
 نه تنها باعث اختلال در      IVكاهش غير طبيعي كلاژن نوع      

رشد غشاء پايه شبكه كوروئيد مي شود بلكه فـاكتوري اثـر          
گذار در خونريزي هاي بطني جنيني است كه عامل مـرگ           

  ايــن دگرگــوني ). 4(ولــد اســتجنــين هــا پــيش از ت% 47
مي تواند زمينه عبور غير طبيعي يونها و حتي مولكولهـاي           
درشت تر از جمله بعضي از پـروتئين هـا را از ايـن شـبكه                
فراهم نموده و منجر به بر هم خوردن تعادل غلظـت يـوني         

در ايـن رابطـه نـشان دار        ). 5(در مايع مغزي نخاعي گردد      
 آن در مايع مغزي نخاعي      كردن فاكتورهاي خوني و رديابي    

مربوط به بطن ها و سيسترنهاي مغزي در رت هاي مـسن            
ايزوتوپهـاي  % 50نشان مي دهد كه در ظرف يك سـاعت،          

مورد نظر از اين شبكه عبور مي نمايند در حاليكـه در رت             
ايـن  ). 6(تجـاوز نمـي كنـد       % 7هاي جوان ايـن مقـدار از        

 سنين بالا   موضوع نيز از آن جهت حائز اهميت است كه در         
ساختار كوروئيد و غشاي پايه و به تبـع آن تـوازن كـلاژن              

در اين شرايط   ).  4(دستخوش دگر گوني مي شود       IVنوع  
طبيعي به نظر مي رسد كه افزايش نفوذپـذيري و تراوايـي            
خارج از حد طبيعي شبكه كوروئيد بتواند منجـر بـه عبـور             

ــي     ــوني و آنزيم ــاي هورم ــاز مولكوله ــر مج ــل (غي از قبي
يا عبـور سـريع بعـضي از        ) تيروكسين، پرولاكتين و لپتين   

و )  4،5(داروها و تركيبات شيميايي به داخـل مغـز شـود            
  ).7-9(زمينه اختلال در كار سيستم عصبي را فراهم نمايد 

ثير تأ از طريق    IVبنابراين، باتوجه به اينكه كلاژن نوع             
 غشاء و ساختمانهاي ECM) (گذاري بر ماده خارج سلولي 

پايه به عنوان يكي از اصلي تـرين عوامـل تغييـرات ارگـان              
زنده محسوب مي شود، لازم است تا نحوه ظهـور و توزيـع             

 در رابطه با تكامل شبكه كوروئيد در مـوش          IVكلاژن نوع   
    .مورد مطالعه و ارزيابي قرار گيرد

  
  :روش كار

 24اين پژوهش به شيوه تجربي و با آزمـايش بـر روي                   
حيوانات تحـت شـرايط     .  انجام شد  Balb/cش ماده نژاد    مو

و % 50-55، رطوبـت    C ْ25-23دمـاي (استاندارد محيطـي    
و آب و غذاي كـافي      )  ساعته 12سيكل روشنايي و تاريكي     

سپس به منظور جفتگيري، مـوش هـاي        .  سازگاري يافتند 
دو مـوش مـاده و    (ماده در قفس هايي سه تايي با موش نر          

رفتند و روز بعد از نظر تشكيل پـلاك         قرار گ ) يك موش نر  
واژينال بررسي شدند و به اين ترتيب روز صفر حاملگي در           

از روز دهم تـا پايـان دوره        . هر يك از آنان مشخص گرديد     
حاملگي روزانه دو موش تحت بيهوشي قطع نخاع گرديـده          

جمع آوري و سر جنين     و پس از سزارين، جنين هاي آنان        
انتقـال يافـت و   % 10 به فرمالين ها به منظور فيكس بافتي  

در مرحله بعد پس از آماده سـازي بـافتي بـرش هـايي بـا                
سپس برشهايي كـه بـه      .  ميكرون تهيه گرديد   10ضخامت  

نواحي كوروئيد بطني تعلق داشت جدا گرديده و با استفاده   
 IVاز تكنيك ايمونوهيستوشيمي مورد رديابي كلاژن نـوع         

  .قرار گرفت )DAKOمحصول شركت (
ــق روش          ــن تحقي ــستوشيمي در اي ــك ايمونوهي تكني

ي كه از سـر     هاي رشب). 10( بيوتين پراكسيداز بود   -آويدين
 5جنين ها بدست آمد به ميزان دو بار و هر بار بـه مـدت                

) pH=4/7كلرور سديم در  % 5/1حاوي  (دقيقه در بافر تريس   
ژنهـاي غيـر     جهت بلـوك كـردن آنتـي      . شستشو داده شد  
 ساعت، برش ها در مجـاورت  3 براي مدت  اختصاصي، ابتدا 

و پس از   goat serumبافر تريس و  در X100% 3/0تريتون
 ساعت  1 فعاليت آندوژناز پراكسيداز به مدت       رآن براي مها  
در  و آب اكــسيژنه در متــانول قــرار گرفــت% 3در محلــول 

 Horseكانژوگه شده بـا  ( IVادامه با آنتي بادي كلاژن نوع

radish peroxidase ( سـاعت  24 به مدت 50 به 1با رقت 
ول تـريس بـافر حـاوي       حل ـ در م  انكوبه شد و سپس مجدداً    

 بار و هر بـار      3گرفت و آنگاه     قرار%   2و سرم   %  3تريتون  
پس از  .  دقيقه در بافر تريس شستشو داده شد       10به مدت   

ــراي مــدت   ــه، برشــها ب    دقيقــه در معــرض 15ايــن مرحل
Di-aminobenzidine آب اكسيژنه قرار داده    % 03/0ي   حاو

شده و در نهايت پس از شستشوي نمونـه هـا بـراي ايجـاد       
برش ها با ژل    . ده گرديد فارنگ زمينه از هماتوكسيلين است    

گليسرول تثبيت شد و با ميكروسكوپ نوري مورد بررسـي          
 حاضر درجة رنگ پذيري بـر اسـاس       مطالعهدر  . قرار گرفت 

  م بندي سه گانــهو تغييراتي در تقسي) 10 (روشي متداول
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به عنوان معيار تراكم كلاژن     آن از سوي پژوهشگران حاضر      
از بـصورت كمـي     براي تبديل داده هـا      . مد نظر قرار گرفت   

 عدم واكنش بـا     بطوريكه ،علائم مثبت و منفي استفاده شد     
منفي و معادل صفر و واكنشهاي ضعيف، ملايـم، شـديد و            

ت نشان داده شد    بسيار شديد به ترتيب از يك تا چهار مثب        
 4 و 3، 2، 1 از اعــداد و بــراي تبــديل آن بــه اعــداد كمــي

   . گرديداستفاده 
 و SPSS  13داده ها بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     : آناليز آماري

 مورد تجزيه و تحليل     كروسكال واليس و من ويتني    آزمون  
  . در نظر گرفته شد>05/0Pسطح معني داري . قرار گرفت

  :نتايج 
ج مطالعــه حاضــر نــشان داد كــه اگــر چــه در روز نتــاي      

يازدهم جنيني، اولين علامت پيدايش جوانه هاي كوروئيد        
در بطن هاي مغزي آشـكار مـي گـردد امـا هنـوز اثـري از              

 در اين مرحله به چشم نمـي خـورد          IVواكنش كلاژن نوع    
و سلولهاي پيش ساز كوروئيد با رنگ زمينه آبي         ) 1نمودار(

 اولين واكنش .)A-1تصوير ( مي شوند و بطور يكسان ديده  
مربوط به ظهـور كـلاژن از روز دوازدهـم جنينـي بـصورت              
ضعيف قابل رديابي است كه در غشاي پايه كوروئيد بطنـي    

تصوير (و آندوتليوم عروقي بصورت كهربايي ديده مي شود         
B-1 .(         در روز سيزدهم جنيني بر مقدار اين واكنش افزوده

يـه زيـر اپانـديمي و آنـدوتليوم         شد بگونه اي كـه غـشاء پا       
كوروئيد و غلافهـاي دنـدريتي بـه رنـگ قهـوه اي متمـايز               

مطالعـات مربـوط بـه روزهـاي بعـد          ). C-1تصوير  (گرديد  
نشان داد كه بتدريج برمقدار اين واكنش افزوده مـي شـود            

 بطوريكه در روز هفدهم جنيني شدت واكنش كلاژن نوع 

IV     ي كوروئيـد بـه   در غشاي پايه و مـاتريكس خـارج سـلول
اما در روزهاي بعد    ) 1 نمودار و   F-1تصوير  (حداكثر رسيد   

  .تغيير چشمگيري مشاهده نشد
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در خـلال    IV نوعن  ژكلاآناليز ايمونوهيستوشيميايي   :  1نمودار

  شكل گيري شبكه كوروئيد
تفاوت معني دار نسبت بـه       :# تفاوت معني دار نسبت به روز يازدهم جنيني        :*

  (P ≤0.05).  سيزدهم جنينيروز دوازدهم و 

  

  
  
  
  
  
  
  

  
  

مقطـع  : Aسير پيدايش و تغييرات تكاملي كوروئيد         :  1تصوير  
كورئيـد  .  روزه مـوش   11ساژيتال سيستم عصبي مركزي جنين      

مقطـع  :  Bدر روز يـازدهم جنينـي،   ) سـتاره هـا  (بطن چهارم 
اولـين  .  روزه مـوش 12ساژيتال سيستم عصبي مركزي جنـين     

ر كلاژن در غـشاي پايـه كوروئيـد روز دوازدهـم            شواهد ظهو 
 به ترتيب اين واكنش و      F تا   C، و  شماره هاي      )پيكانهاي نشانه (

 جنينـي   17 و   16،  15،  13افزايش رنگ پـذيري را در روزهـاي         
  نشان داده است 

  ).µm bar= 100 و IV كلاژن نوع  اختصاصي ايمونو هيستوشيميرنگ(
  

  :بحث
 بهـــره گيـــري از تكنيـــك در مطالعـــات قبلـــي بـــا      

  در كليـه مـورد       IVايمونوهيستوشيمي بيان كـلاژن نـوع       
 يافته ها نشان داد كه  كه شكل گيري           ، ارزيابي قرار گرفت  

گلومرولها و همچنين توبول هاي  كليوي وابسته به وجـود           
غشاي پايه اي است كه صرفنظر از ساير پروتئين هايي كه           

 داراي نقـش  IV ع در آن به كار گرفتـه شـده، كـلاژن نـو    
ــت  ــدي اسـ ــز ). 11،12(كليـ ــر نيـ ــاي حاضـ ــه هـ   يافتـ

بيانگر اين موضوع است كه بـراي تكامـل شـبكه كوروئيـد             
  اي لازمـابتدا بايد بستري مناسب ايجاد شود  و پروتئين ه
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در ارتباط با پيدايش غـشاي پايـه سـنتز گردنـد كـه ايـن                
موضوع در مطالعات بعضي ديگر از محققين نيز مورد تاييد          

در ايـن رابطـه مـشخص شـده         ).  13،14(قرار گرفته است  
 بـه عنـوان يكـي از ارزشـمندترين          IVاست كه كلاژن نوع     

  عناصر سـاختاري غـشاي پايـه شـبكه كوروئيـد محـسوب             
براين، بيـان ايـن نـوع از كـلاژن در        بنـا ). 15،16(شـود  مي

خلال شكل گيـري شـبكه كوروئيـد و تثبيـت آن كـه بـه                
موازات نهايي شدن تكامل اين شـبكه صـورت مـي گيـرد،             

بـا  . اهميت اين پروتئين خاص را مورد تاكيد قرار مي دهد         
توجه به اينكه  شبكه كوروئيد مجاور بطني يكي از ضمايم           

قـاي سيـستم عـصبي      ثير گـذار در تكامـل و ب       تأحساس و   
محسوب مي شود، بطوريكه به موازات شكل گيري بطنهاي 

سـپس ايـن    . مغزي شروع به پيدايش و تكامل مـي نمايـد         
شبكه به گونه اي سازگاري و تخصص مي يابد كه بتواند به     

 مغزي منجر شود و در ترشح مداوم مايع         -ايجاد سد خوني  
 نقـش   مغزي نخاعي و تبادلات يوني بين خون و مغز ايفاي         

در مطالعات قبلي نشان داده شد كه تكامـل شـبكه           . نمايد
شود  آغاز مي كوروئيد در موش از حدود روز يازدهم جنيني    

اما در اين مطالعه هيچ نوع واكنشي كه دليل بر بيان           ) 17(
در .   باشد در اين مرحلـه مـشاهده نگرديـد         IVكلاژن نوع   

ر اين رابطه مشخص شد كه اولين علايـم مربـوط بـه ظهـو        
كلاژن غشاي پايه كوروئيد بطني از روز دوازدهـم جنينـي           
. آغاز مـي شـود كـه بـصورت ضـعيف قابـل رديـابي اسـت                

مطالعات مربوط به روزهاي بعد نيز نشان داد كـه بتـدريج            
برمقدار اين واكنش ها افـزوده مـي شـود بطوريكـه در روز             

اكثر مي رسد  به حدIV هفدهم،  شدت واكنش كلاژن نوع 
ن تغيير چشمگيري در شدت آن مشاهده نمي        اما پس از آ   

و همكاران نـشان   اسكات به طور مشابه نتايج مطالعه. شود
 با رنگ پذيري شديد در غـشاء پايـه          IVداد كه كلاژن نوع     

 ) . 18(شبكه كوروئيد و عروق موجود در آن يافت مي شود 
آنتـي بــادي   و همكـاران بــا اسـتفاده از   سـامني همچنـين  

 را در شرايط پاتولوژيـك      IV كلاژن نوع    منوكلونال تغييرات 
در غشاء پايه اپي تليوم ارگانهاي مختلف رديـابي كردنـد و            
نشان دادند كه كه در اين شرايط سنتز كـلاژن دسـتخوش         

همچنـين مـشخص شـده اسـت در         ).  19(تغيير مي شود    
  پـروتئين هـاي      α5 و   α3    ،α4وضعيت طبيعي،  مولكولهاي     

ــوع   ــلاژن نـ ــاختماني كـ ــب سـ ــاي IVغالـ    در گلومرولهـ
  ئيـــد محـــسوب وكليـــه، آلوئولهـــاي ريـــه و شـــبكه كور

  ).  20-22(مي شوند

  
  :نتيجه نهايي 

بنابراين با توجه به همخواني در زنجيره هاي پپتيدي               
ــش       ــه نق ــاختمانها ك ــن س ــاص در اي ــروتئين خ ــن پ اي
فيلتراسيوني دارند مي توان نتيجه گرفت كه غشاء پايه چه          

 چــه در ســاير ســاختارهايي كــه بــه در شــبكه كوروئيــد و
مبادلات يوني اختصاص يافته اند بسيار حائز اهميت اسـت          
تا آنجا كه ساختمان و عمل سد هاي انتخابي از قبيل سـد             

  .ريوي، گلومرولي و خوني مغزي به وجود آن وابسته است
   :سپاسگزاري

اين مطالعه در قالب يك طرح پژوهشي بين دانشگاهي              
 پزشكي مشهد و دانشگاه علوم پزشـكي زابـل     دانشگاه علوم 

صورت گرفتـه و هزينـه هـاي آن توسـط معاونـت محتـرم        
لذا بدينوسـيله   . مين گرديده است  تأپژوهشي دانشگاه زابل    

از مساعدت هاي به عمل آمده در اين زمينه از طـرف هـر              
همچنـين از خـدمات     . دو دانشگاه تقدير و تشكر مي گردد      

تخصـصي بافـت    ر آزمايشگاه   تكنيكي سركارخانم متجدد د   
   .دانشكده پزشكي مشهد قدرداني مي شودشناسي 
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