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Purpose: To determine the maximum safe dose for intravitreal injection of anti-CTGF (IVAC) in rat eyes in 
order to decrease gene and protein expression of connective tissue growth factor (CTGF) for the treatment of 
ocular fibrotic disorders. 
Methods: Forty-five Lister hooded pigmented rats were divided into one of the five groups of 9 rats; 4 out of 

these 5 groups received different doses of IVAC (2�l); 10 g/ml in group B, 20 g/ml in group C, 50 g/ml in 

group D, and 100 g/ml in group E. The sham group (group A) received 2�l of normal saline. Full field 
electroretinography (ERG) was performed at baseline and on days 7 and 28 after the IVAC injection. At end 
of the study, the animals were euthanized and the injected eyes were subjected to routine histopathology, 
immunohistochemistry for glial fibrillaryacidic protein (GFAP), and terminal transferase dUTP nick end-
labeling (TUNEL) assay. 
Results: In group E, Baseline scotopic rod b-wave amplitude and maximal combined b-wave amplitude were 
111.89±71.2 �v and 178.57 ±55.58 �v, respectively, which significantly reduced to 79.31 ± 52.59 �v and 128.73 ± 41.61 
�v, respectively, after 28 days (P<0.05). There was no significant reduction in the amplitudes of ERG in other 
groups that received lower doses of anti-CTGF antibody and in the sham group. Reduction in oscillatory 
potentials was also noticed after 7 and 28 days in group E (46.24±18.05 �v at baseline, 30.03±15.95 �v on day 7, 
P<0.05 and 29.79±12.20 �v on day 28, P<0.001) but not in other groups. Photopic ERG responses did not show 
any significant change in any groups. ImageJ software cell counter indicated that retinal ganglion cells were 
significantly decreased in group E as compared to other groups. GFAP immune reactivity was not significant 
in any of the groups. TUNEL test showed inner retinal neural cell apoptosis only in group E. 

Conclusion: ERG, histopathologic, and apoptotic assays revealed no toxic effects of 10 to 50 g/ml of IVAC in 

the rat eyes. The injection of 100g/ml IVAC, however, caused significant deleterious effects on both retinal 
function and structure as demonstrated by functional tests, and histopathologic and TUNEL findings. 
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  يشگاهيدر موش بزرگ آزما  Anti-CTGF Neutralizing Antibodyترهيق داخل ويمن تزرين حداكثر غلظت اييتع
 

، دکتر شبنم ۶ينيحسد باقر يس، دکتر ۵يابوذر باقر، ۴هيد احمديدکتر حم، ٣يکنو يي، دکتر مژگان رضا٢انيس دفتري، دکتر نارس١ينه متوسليدکتر تهم
  ٧يليلا سهيدکتر زهرا سه ،١يانصار

  

 يهـا  يمـار يک در بي ـبروتيت پروفيخاص ـ يدارا )CTGF: Connective Tissue Growth Factorفاکتور رشد بافت همبند ( هدف:

 ينوپـات يترئورتيو ويفراتيو پرول (PDR: Proliferative Diabetic Retinopathy) ويفراتيک پروليابتيد ينوپاتيرتمانند مختلف چشم 

(PVR: Proliferative Vitreoretinopathy) يشگاهيباشد. در مطالعه آزما يم )In vitroم که ي) نشان دادμg/ml ۱۰ يبـاد  ياز آنت ـ 

سـبب   )RPE )Retinal pigmented epithelium يط کشـت سـلول  يزوماب در مح ـياز بواس ـگـرم   ميلـي  ۸/۰به همراه  CTGFه يعل
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  )۱۳۹۵ (تابستان ۴ شماره -۲۱ دوره -بينا پزشكي چشم مجله

 

 ٣٠٨

-Antiمن يحداکثر دوز ا يباشد به بررس يم In vivo ک مطالعهيگردد. در مطالعه حاضر که  يم CTGFن ييکاهش بروز ژن و پروت

CTGF  زجاجيه در)IVAC: Intravitrealinjection of anti-CTGFيشگاهي) در موش بزرگ آزما (Rat) م.يپرداز يم  

را  IVACاز  μl ۲ زاني ـم ،چهار گـروه  در ARVOبر اساس مقررات  )گمانتهيپرنگي ( يشگاهيموش بزرگ آزما ۴۵ :پژوهش روش

ن ياز نرمـال سـال   Sham، μl۲ک گروه هم به عنوان گروه يو  μg/ml ۱۰۰ و μg/ml ۵۰ و μg/ml ۲۰ و μg/ml ۱۰هاي  لظتغدر 

. پـس از کشـتن   انجام شـد هشتم  و  ستياول و هفتم و ب هايدر روز (ERG) نوگراميها الکترورت گروهتمامي براي افت کردند. يدر

آزمـايش  و  (Immunohistochemistery, GFAP) يميتوشيمونوهسيا ،يپاتولوژ ايه يبررسمورد انوکلئه شده  يها ها، گلوب موش

TUNEL (Terminal transferase dUTP nick end-labeling assay) .قرار گرفتند  

 طير شـرا د b مـوج تـود  يو آمپل يا اسـتوانه هاي نـوري   گيرنده، مربوط به پاسخ bتود موج يآمپل ک،يط اسکوتوپيدر شرا ها: افتهي

Maximum Combined  در گروهμg/ml ۱۰۰  بيق به ترتيتزرقبل از μv ۲/۷۱±۸۹/۱۱۱ کـه بـه طـور     بـود  ۵۷/۱۷۸±۵۸/۵۵ و

مقـادير  ها با  ر گروهيدر سا). >۰۵/۰Pبا  μv ۶۱/۴۱±۷۳/۱۲۸ و μv ۵۹/۵۲±۳۱/۷۹ بيافت (به ترتيکاهش  ۲۸در روز  يمعنادار

در  ۲۸و  ۷ هـاي ز در روزي ـن Oscillatory Potentialنشد. کاهش در موج  ن اثر مشاهدهيا ،شاهدن در گروه يچن و هم IVACتر  کم

ــروه ــد μg/ml ۱۰۰ گ ــل از تزري ــد (قب ــده ش ــتمروز و  μv ۰۵/۱۸±۲۴/۴۶ ق:ي  μv: ۲۸روز و  >μv ۹۵/۱۵±۰۳/۳۰ ،۰۵/۰P :هف

مشهود  Eه درگروه يشبک يونيگانگل يها در تعداد سلول يکاهش معنادار يشناس بافت ي. در بررس)>۰۰۱/۰Pبا  ۲۰/۱۲±۷۹/۲۹

ده نشد يد يها نسبت به گروه کنترل اختلاف معنادار ک از گروهيچ يدر ه ،GFAP reactivity يميستوشيمونوهياآزمايش در  بود.

  مشهود بود. μg/ml ۱۰۰ با غلظت در گروه هيشبک يداخل يها هيدر لا سيآپوپتوز ،TUNELآزمايش در  يول

-Antiزجاجيـه  ق داخـل  ي ـرسـد کـه تزر   يم به نظر TUNELو  يشناس ، بافتERGاز تست ج حاصل يبا توجه به نتا :يريگ جهينت

CTGF  غلظت باμg/ml ۱۰۰ غلظـت  باشـد.   يممضر  هيشبک يبرا يشگاهيدر موش بزرگ آزماμg/ml ۵۰  در مطالعـات   تـر  و کـم

   گردد. يه ميتوص ،انجام خواهد شد Anti-CTGF زجاجيهق داخل يتزر يکه از لحاظ اثربخش يبعد

 ۳۰۷-۳۱۵: ۴، شماره ۲۱؛ دوره ۱۳۹۵پزشکي بينا  مجله چشم.  
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مقدمه

 PDR ،Wet Type ARMD از جمله يمختلف چشم يها يماريب     

(Age Related Macular Degeneration)  وPVR ــل اصــل  ياز عل

 يهـا  بافـت تشـکيل   روند. به شمار ميماران يدر ب ياکتساب يينايناب

 يمختلف چشم يها يماريدر ب زايي نورگجاد يا اي بروواسکولار ويف

شـود کـه    يماران مير در بيناپذ برگشتبه صورت  ديسبب کاهش د

ن يو درمان ا يريگ شيپ يبرا يمختلف يها ر درمانياخ يها در دهه

اسـتفاده از   ،ها ن درمانياز موثرتر يکي .شنهاد شده استيعوارض پ

ا ي ـ بـروز و يک مـوثر در رونـد ف  ي ـولوژيبعوامـل  ه ي ـعلبر  يباد يآنت

 anti-VEGF (Vascular Endothelial Growthماننـد  زايـي   نـورگ 

Factor) فاکتور رشد بافت همبند  .۱باشد يم(CTGF)  ار ينقـش بس ـ

د دارد کـه در  ي ـبروز و عروق جديل اسکار و بافت فيدر تشک يمهم

 CTGFرفتـه اسـت.   ق قـرار گ يار مورد توجه و تحقير بسياخساليان 

بــار در نخســتين کــه اســت  نييســتياز س يد غنــيــپپت يک پلــيــ

 يهـا  و در سلول ديانسان کشف گرد يد نافيال ورياندوتل يها سلول

 يهـا  ال و سـلول يتل ياپ يها ها، سلول بروبلاستيمختلف از جمله ف

در  يادي ـزان زي ـبـه م  CTGFن يچن گردد. هم يم عضله صاف ترشح

ن يا شود. يم افتياسکار  بروز ويفروند ال و يفعال اندوتل يها سلول
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 يسلول کس خارجيماتر يها نييم پروتيدر تنظ يا شده ثابتاثر ماده 

  .۲کند يم فايس ايوژنزيک وآنژيبروتين نقش پروفيچن هم داشته و

در صورت گرفـت،   ۳و همکاران Hintonکه توسط  يا در مطالعه     

 TGF-β (Transforming growthن يتوکيافتند که سيدر PVRمدل 

factor-β) هـا   کنـد. آن  يم ـ فـا يبروز ايفروند در شروع  ينقش مهم

بـه صـورت    يع ـيدر حالـت طب زجاجيـه  در  TGF-βنشان دادند که 

فعـال شـده و    RPE يهـا  رفعال وجود دارد که در تماس با سلوليغ

 RPE يهـا  سـلول  CTGFگـردد. در حضـور   يم ـ CTGFد ي ـسبب تول

ــد ــه ميتب ــروز يت و فبروبلاســيوفيل ب ــه شــده و ب  TRDمنجــر ب

(Tractional Retinal Detachment) کل يک س ـي ـ يکه ط ـ شود مي

  د.نابييد مين اتفاقات تشديوب ايمع

جاد يدر ا ينقش مهم RPE يها که سلولدهند  ميشواهد نشان      

 ,FGF, PDGFک مثـل  ي ـوژنيآنژعوامل دال دارند. ييکوروزايي  نورگ

VEGF, TGF-β د رفته ييبه سمت کورو شبکيهگمانته يپ وميتل ياز اپ

نشـان   ۴و همکـاران  Shikunکننـد.   يم ـ مشـارکت  CNVجاد يو در ا

 CNVمـاران مبـتلا بـه    يال بيو انـدوتل  RPE يها دادند که در سلول

membrane،  تجمعCTGF  .کـه  چنين گزارش کردند  هموجود دارد

CTGF جــاد يد و ايــيال کورويانــدوتل يهــا ســبب مهــاجرت ســلول

 RPEدر سلول  CTGF، طور معموله ب يشوند. از طرفيمزايي  گنور

وجـود نـدارد و   طبيعي در فرد  يعيد طبييال کورويو اندوتل يعيطب

ل فعـال کـردن   يدهنـده پتانس ـ  نشـان  RPEدر سـلول   CTGFترشح 

  . ن استيريد زييوم کوروياندوتل

     CTGF ک مهـاجرت  ي ـبهبـود زخـم، تحر  رونـد  در  ياصـل ، عامل

سـبب رسـوب    CTGFباشد.  يم فيبروزو  )وژنزيآنژزايي ( رگ، يسلول

از  يير بـالا يشود. تجمع مقـاد  ين ميبرونکتيو ف ۱کلاژن نوع  يبافت

کــه تحــت  PVRافــراد مبــتلا بــه زجاجيــه در نمونــه  عامــل،ن يــا

ت دارد. ي ـحکا يمـار ين بي ـقرار گرفتند از نقش آن در ا يترکتوميو

 PVRجـاد  ين در اييپـروت  N-terminalده شده است کـه قسـمت   يد

   .۵دارد يا دخالت عمده

شود که  يدر عروق م يراتييجاد تغيش گلوکز خون سبب ايافزا     

 يابتي ـدرتينوپاتي منجر به در نهايت کال ينيکل ک دوره پرهيپس از 

ه در ي ـاول يرات عروق ـيي ـگردد. تغ يم يينايد آن بر بيو عوارض شد

بـازال  لاميناي ضخامت  شيشامل: افزا ينوپاتيرت يابتيدرتينوپاتي 

هـاي   مـويرگ ل يهـا و تشـک   تيس ـيو از دسـت رفـتن پر   ها مويرگ

رات يي ـدر تغ CTGFکـه  د ن ـده يم مطالعات نشان. باشد مي آسلولار

رتينوپـاتي  رفـت   شياز پ ،دارد و مهار آن يابت نقش مهميد يعروق

    .۶و۷کند يم يريگ شيپ يابتيد

قـرار   Anti-VEGFان بـا  که تحت درممبتلا به ديابت ماران يدر ب     

و شـبکيه  بـروز در  ياحتمـال ف و شود  يمهار م زايي نورگ ،رنديگ يم

TRD کـه  پروليفراتيـو   يابتيدرتينوپاتي ماران يابد. در بي يش ميافزا

 يبررس ـ و يترکتوميبودند پس از و Anti-VEGFقبلا تحت درمان با 

ح سـط  يولبود  نييار پايها بس آنزجاجيه در  VEGFسطح زجاجيه، 

CTGF که تحت درمان بـا   يمارانيسه با بيدر مقا ييار بالايبسAnti-

VEGF ق يمعتقدند با تزر يبرخ. ۸و۹، مشاهده شدنبودندAnti-VEGF 

ــادل  ــتع ــين مــي CTGFو  VEGFن يب ــده از ب ــام  رود و پدي ــه ن اي ب

Angiofibrotic Switch و  يدر مطالعـــه بـــاقر. ۹دهـــد روي مـــي

سـبب   RPEدر سـلول   CTGFو VEGFزمـان   ز مهار همين ۱۰همکاران

شـده   RPEدر سـلول   فيبروزوژنز و يآنژروند دتر يتر و شد شيمهار ب

  .است

مختلـف   يها يماريدر ب FG-3019با نام  Anti-CTGFاستفاده از      

 يريگ شيق قرار گرفته که در پيمورد تحق يابتيدنفروپاتي از جمله 

 ـ ۱۱و درمان موثر بـوده اسـت   هنـوز   يشـم چ يهـا  يمـار يدر ب يول

شبکيه  يبر روعوارض  يبررس يبرا يوانيح يها در مدل يا مطالعه

  صورت نگرفته است.

  

 روش پژوهش
در مرکز تحقيقـات چشـم دانشـگاه علـوم پزشـکي       مطالعهاين      

مـــوش بـــزرگ  ۴۵ يبـــر رو ،۱۳۹۴شـــهيد بهشـــتي در پـــاييز 

ــات از موسســه واكســن و . شــدانجــام  رنگــي يشــگاهيآزما حيوان

-۲۵۰مـاه و وزن   ۴-۵کـه سـن    رازي خريداري شـدند سازي  سرم

هـاي   در طول مـدت مطالعـه در ظـرف    واناتيگرم داشتند. ح ۲۰۰

مـدت بـه غـذاي تجـاري      پلاستيكي مخصـوص بـا دسترسـي تمـام    

ســاعت  ١٢مخصــوص جونــدگان و آب تميــز و در شــرايط نــوري  

شـامل   مراحـل ساعت روشنايي نگهداري شدند. كليه  ١٢تاريكي و 

چنين تزريق داخل ويتـره در شـرايط    رورتينوگرافي و همانجام الكت

هوشي از تزريق داخل  هوشي عمومي انجام گرفت. براي القاي بي بي

و زايلازيـــن  )mg/kg٥٠عضـــلاني تركيـــب داروهـــاي كتـــامين (

)mg/kgيك قطـره   ،ها  موشهوش كردن  پس از بي. استفاده شد )٥

طــره مردمــك و يــك قگشــادکردن جهــت درصــد  ١تروپيكاميــد 

ناراحتي در هر دو چشم چكانده براي کاهش درصد  ٥/٠ين يتتراكا

 ،شد. جهت جلـوگيري از بـروز كاتاراكـت ناشـي از خشـكي قرنيـه      

 يژل چشـم هـوش در تمـام مـدت توسـط      هاي حيوانـات بـي   پلك

كليـه حيوانـات    ،پيش از شروع مطالعـه . شد ميه داشته امرطوب نگ

ده هـر عارضـه در   تحت معاينـه قـرار گرفتنـد و در صـورت مشـاه     

حيوان مذكور از  ،كاتاراكتو  ساختارهاي چشم شامل عوارض قرنيه

 گرديـد. در ايـن مرحلـه بلافاصـله پـس از ثبـت       مـي مطالعه حذف 
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ERGهاي مختلف هاي پايه، غلظت Anti-CTGF   اي كـه در   بـه شـيوه

ها تزريق گرديد. در   موشادامه توضيح داده خواهد شد در زجاجيه 

ها تحت معاينه قرار گرفتنـد و   موش ،س از تزريقپ ٢٨و  ٧روزهاي 

پس از انجام معاينات  ٢٨ها ثبت گرديد. در روز  الكترورتينوگرام آن

اتانـازي شـده و    ،هوشـي  با تزريق دوز بالاي تركيـب بـي   حيوانهر 

 هقرار داده شـد  درصد ١٠خارج گرديد و در محلول فرمالين  گلوب

  .ديگرد و به آزمايشگاه پاتولوژي ارسال
  

  نوگراميالکترورت
و مطـابق بـا    RETI port الكترورتينوگرافي با استفاده از دستگاه     

ــين   ــن بـ ــط انجمـ ــده توسـ ــين شـ ــتانداردهاي تعيـ ــي  اسـ المللـ

پيش از انجـام تزريقـات و    (ISCEV) الكتروفيزيولوژي باليني بينايي

هـا در شـرايط    رتينـوگراف روالكت. انجـام گرفـت   ٢٨و  ٧در روزهاي 

سه شدت نور و در شرايط روشنايي ثبت گرديدند. جهت تاريكي با 

الكترورتينـوگراف هـر دو چشـم بـه صـورت       ،افزايش دقت مطالعـه 

چنين دستگاه به صـورت خودكـار در هـر     هم ،زمان ثبت گرديد هم

كـرد.   ها را گـزارش مـي   مورد پنج گراف را ثبت كرده و ميانگين آن

 در فاصله سـاعت  ها تمامي الكترورتينوگراف ،تغييراتکاهش جهت 

 صبح ثبت و در هر نوبت ترتيب حيوانـات تقريبـا ثابـت نگـه     ٨-١٢

ن مربـوط بـه مطالعـات    يت قـوان يمطالعه حاضر با رعاند. داشته شد

 جهت انجـام  .صورت گرفته است ARVOطبق دستورالعمل  يوانيح

ERG هوش كردن حيوانات و حصول اطمينان از حـداكثر    پس از بي

 ندا بر روي صفحه متحرك دستگاه قرار گرفته  موش ،اتساع مردمك

ابتـدا دو  : و به ترتيب زير نسبت به نصـب الكترودهـا اقـدام گرديـد    

از جنس استيل در زيـر جلـد پشـت دو گـوش قـرار      اصلي الكترود 

گرفت سپس الكترود اتصال به زمين در قسمت پايه دم در زير جلد 

تـر از   انس كـم مپدانس دستگاه (امپدقرار داده شد. پس از آزمايش ا

اهم قابل قبول در نظر گرفته شد) و اطمينان از اتصال درسـت   ٢/٠

الكترودهـاي فعـال بـا ژل     ،و اتصـال بـه زمـين   اصـلي  الكترودهاي 

سلولز آغشته و بر روي قرنيه قـرار داده شـدند. كليـه مراحـل      متيل

سازي حيوانات در زير نور ضـعيف قرمـز رنـگ انجـام گرفـت.       آماده

 cd.s/m2 ،۳ ،۱۰ ٠١/٠ نـور  با سه شـدت  b و a مواجدامنه و زمان ا

گيري شد. سپس حيوانات براي تطابق با روشـنايي بـه مـدت     اندازه

در مقابل نور زمينـه دسـتگاه قـرار گرفتـه و پـس از آن       هدقيق ١٠

   .دامنه و زمان امواج در شرايط روشنايي ثبت گرديد
  

  Anti-CTGFزجاجيه ق داخل يتزر
در شرايط بيهوشي عمومي و  Anti-CTGFيه زجاجتزريق داخل      

 ٥٠، ١٠٠هـاي   انجام گرفت. ابتدا غلظت Loopدر زير ميكروسكوپ 

ــي  ۱۰و  ٢٠، ــرم در ميلـ ــر از  ميكروگـ ــرم  Anti-CTGFليتـ در سـ

تـايي   ٩گـروه   ٥ها بـه    موشفيزيولوژيك استريل تهيه شد. سپس 

مـوش کـه    ۹متشکل از  A:Control -Shamگروه  )۱ تقسيم شدند.

 گرفتند ک چشم قراريدر  نينرمال سالزجاجيه ق داخل يحت تزرت

 B) گـروه  ۲ شـد.  در نظـر گرفتـه  شـاهد  چشم مقابل بـه عنـوان    و

 ٢ زاني ـبـه م زجاجيـه  ق داخـل  ي ـموش که تحت تزر ۹متشکل از 

) ۳) قرارگرفـت،  ng/µl۲۰معـادل  ( µg/ml ۱۰ از محلول ميكروليتر

 زانيبه مزجاجيه ق داخل يموش که تحت تزر ۹متشکل از  Cگروه 

) قرار گرفـت، و  ng/µl۴۰معادل ( µg/ml ۲۰ از محلول ميكروليتر ٢

-Antiزجاجيه ق داخل يموش که تحت تزر ۹متشکل از  D) گروه ۴

CTGF Neutralizing Antibody ۵۰از محلول ميكروليتر ٢ زانيبه م 

µg/ml)  معادلng/µl۱۰۰  گـروه  ۵ .) قـرار گرفـت (E   ۹متشـکل از 

ــت ت   ــه تح ــوش ک ــزرم ــل ي ــه ق داخ ــادل  ( ml ۱۰۰/زجاجي مع

ng/µl۲۰۰.حجــم داروي تزريــق شــده در تمــامي  ) قــرار گرفتنــد

ــم ــا چش ــود  ٢ ،ه ــر ب ــروه . ميكروليت ــرم   دو، Aدر گ ــر س ميكروليت

ايـن گـروه بـه     .هـا تزريـق شـد    موشلوژيك در چشم راست وفيزوي

در نظر گرفتـه شـد. جهـت انجـام تزريـق ابتـدا       شاهد عنوان گروه 

سـپس  ن انجـام گرفـت   يسرسـوزن انسـول   يكتوسط  ياسکلروتوم

چهــارم بــالايي و  در يــك ٣٠ G ميكروليتــري ٥ســرنگ هميلتــون 

متر پشت ليمبوس  ميلي مين و اي در فاصله يك كناري چشم از نقطه

چشم شد و به صـورت مايـل بـه سـمت ديسـك بينـايي        وارد كره

هدايت شد. پس از اطمينان از قرار گـرفتن نـوك سـوزن در مركـز     

 ٢٠و به مـدت   ميكروليتر از محلول تزريق گرديد ٢حجم جاجيه، ز

سوزن در محل زجاجيه، ه جهت وارد شدن کامل دارو به يثان ٣٠تا 

يك قطـره   ،. پس از خارج كردن سوزن از چشمخود نگه داشته شد

  .١٢كلرآمفنيكل براي جلوگيري از عفونت در چشم ريخته شد
  

  يستوپاتولوژيمطالعه ه
هوشـي   ها با تزريق دوز بالاي تركيـب بـي    موشكليه  ،در پايان     

از حدقه خارج شد و در محلول  ها موشاتانازي شدند. سپس چشم 

به آزمايشگاه پاتولوژي بانك چشم ايران ارسـال   درصد ١٠فرمالين 

ها با قـرار گـرفتن در درجـات مختلـف      نمونه ،گرديد. در آزمايشگاه

گيري شدند. سـپس مقـاطع بـه     گيري و در پارافين قالب آب ،اتانول

ها تهيه و بـا رنـگ هماتوكسـيلين و ائـوزين      ميكرومتر از آن ٥قطر 

 glial fibrillary acidic) آميــزي بــراي رنـگ  .ندآميــزي شـد  رنـگ 

protein) GFAP      از كيت شركت داكو اسـتفاده شـد. مقـاطع بـافتي

دقيقه در معرض آنزيم  ٥مطابق با دستورالعمل كيت ابتدا به مدت 

بادي  دقيقه با آنتي ٣٠قرار داده شدند و سپس به مدت  K ينازيتپرو

چهـار اسـلايد    ،در دماي اتاق انكوبه شدند. از هر چشـم  GFAP ضد
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 ها با هماتوكسيلين و ائوزين و دو اسلايد بـا  تا از آن تهيه شد كه دو

GFAP آميزي شدند. اسلايدها توسط دو پاتولوژيست چشم كه  رنگ

ا اطلاع نداشـتند در زيـر ميكروسـكوپ نـوري     ه  موشبندي  از گروه

افـزار   ه توسـط نـرم  يشـبک  يونيه گـانگل يلا يها سلول .بررسي شدند

ImageJ  ۲۰۰از عصب در محـدوده   يکرونيم ۵۰۰در فاصله حدود 

د و بـا اسـتفاده از   ي ـشمارش گرد يبرابر ۴۰ يينما کرون با بزرگيم

  شد. يسها برر ن گروهياختلاف ب One-way ANOVAآزمون آماري 
  

  )TUNEL( يمرگ سلول يتست بررس
Terminal Transferase dUTP Nick End-labeling Assay  

العمـل   ت مربوطـه طبـق دسـتور   ي ـک يبـر رو  TUNELآزمايش      

 ;In SituCell Death Detection Kit. (گرفـت  شرکت سازنده انجـام 

Roche, Germanyم ينمونـه بـا آنـز    ،کنترل مثبـت  ي) براDNase 

grade 1 گرفت قه قراريدق ١٠اتاق به مدت  يمخلوط شد و در دما 

شسته شـد و   labledاز محلول  ١٠µlنمونه با  ،يکنترل منف يو برا

 ييشناسـا  يشد. بـرا  نال ترانسفراز قرار دادهيدر انکوباتور بدون ترم

DNA   شکسته شـده ازTerminal Deoxynucleotidyl Transferase 

(TdT) نمونـه سـه بـار بـا محلـول      ن ه و پـس از آ شد استفادهPBS 

. در گرديـد  کروسکوپ فلئورسانس مشاهدهير ميشسته شده و در ز

رنـگ  شـبکيه   يهـا  هي ـک از لاي ـچ يه ـ ،بـودن تسـت   يصورت منف

 ـ بـود ف يخف يليا به شکل خيو  فتگر ينم در صـورت مثبـت    يول

واضح رنگ سـبز فلورسـانس از خـود    به طور ها  هسته سلول ،شدن

  .کردند ميساطع 
  

  ها هاي تجزيه وتحليل داده شرو
ج ينتـا  ،اري ـن و انحـراف مع يانگي ـن مطالعه با استفاده از ميدر ا     

 ـ يمقا يسه قرار گرفت. بـرا يو مقا يمورد بررس هـا از   ن گـروه يسـه ب

(LMM) Linear Mixed Model هـا از   سـه داخـل گـروه   يو جهت مقا

LMM از روش تحليــل ن يــد. در اشــاســتفاده  يگــريدBonferroni 

از تزريق محاسـبه  پس قبل و  ERGد. نسبت آمپليتود يستفاده گردا

ه و ي ـقابل اهميت در نظر گرفته شد. تجز ،درصد ۲۰و افت بيش از 

 SPSSافزارهـاي آمـاري از جملـه     بـا اسـتفاده از نـرم   ها  ل دادهيتحل

  .گرفت انجام ۲۲ويرايش 

  

ها يافته

  نوگراميج الکترورتينتا
 ۷ هـاي ق در روزيروز اول و پس از تزردر  ERGن يسه بيدر مقا     

 واضـح به طور  Eگروه در  ۰۱/۰ک ياسکوتوپ bتود موج يآمپل ،۲۸و 

 ۵۹/۳۱±۵۲/۷۹ بــه ۸۹/۱۱۱±۲/۷۱ن مقــدار از يــافــت. ايکــاهش 

هــا  ر گـروه ين کـاهش در ســا يــد کـه ا يرســ )>۰۵/۰P(کروولـت  يم

ز ي ـن cd.s/m2۳  ک با شدتين در اسکوتوپيچن د. هميمشاهده نگرد

تود يمشهود بود. آمپل يمجددا کاهش معنادار Eدر گروه  bج در مو

کروولـــت يم ۷۳/۱۲۸±۶۱/۴۱بـــه  ۵۷/۱۷۸±۵۸/۵۵از  b مـــوج

)۰۵/۰P<( ــ ــوج  Latencyد. در يرس ــن bم ــروه ي ــزا Eز در گ ش ياف

 ۴۴/۴۳±۴۹/۶بـه   ۰۶/۳۷±۱۹/۶کـه از   يبه طور .داشت يمعنادار

)۰۵/۰P<( در  يچ کــاهش معنــاداريهــا هــ ر گــروهيد. در ســايرســ

  د. يمشاهده نگرد Latencyش يا افزايتود يآمپل

کـه   Oscillatory Potential OS2در  هـاي آمـاکرين   پاسخ سلول     

روز  ۲۸و  ۷باشد پـس از   يم هيشبک يداخل يها هيانگر عملکرد لايب

ــاهش  ــروه ک ــود  Eدر گ ــخص ب ــور  مش ــه ط ــه در روز اول  يب ک

 ۰۳/۳۰±۹۵/۱۵ ک هفتـه بـه  يکروولت و پس از يم ۰۵/۱۸±۲۴/۴۶

د. يکروولـت رس ـ يم ۷۹/۲۹±۲۰/۱۲ روز بـه  ۲۸کروولت و پس از يم

مشـاهده   ير معنـادار ييها تغ ک از گروهي چيدر ه ERGک يدر فوتوپ

 از μg/ml ۱۰۰مقـدار  رسد که  يم به نظر ERGج يد. بر اساس نتاشن

  .)۱باشد (نمودار  يممضر ه يشبک يبرا عملکرد نظر

  

  
 ۳و  ۰۱/۰ يکمربوط موج اسکوتوپ ERGونه و نم ينمودار ستون -۱ نمودار

  ).E )µg/ml۱۰۰در گروه  OS2و 

  

  يميستوشيمونوهيک و ايستوپاتولوژيج هينتا
ق ي ـموارد التهـاب مختصـر در محـل تزر    يبرخ يکل يدر بررس     

اخـتلاف   ،هـا  ک از گـروه ي ـ چيدر ه ـ يبـه طـور کل ـ   يمشهود بود ول

اطلاعـات مربـوط    .)۱تصوير (شاهد وجود نداشت با گروه  يمعنادار

شـده بودنـد از   زجاجيـه  داخـل   يزي ـر که دچار خون ييها به چشم
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تحـت   ImageJافـزار   ها توسـط نـرم   . همه گروهديحذف گردتحليل 

ه قـرار گرفتنـد کـه تعـداد     يشـبک  يونيگـانگل  يهـا  شمارش سـلول 

ها و گروه  هر گروينسبت به سا يبه طور معنادار Eها در گروه  سلول

 ـ .)۲نمـودار  ( )>۰۵/۰P( ادکاهش نشان د شاهد ک از ي ـ چين ه ـيب

وجـود نداشـت.    ياخـتلاف معنـادار   GFAP scoreها از لحـاظ   گروه

، در گروه B ۷/۱، در گروه ۴/۱شاهد در گروه  GFAP scoreمتوسط 

C ۶/۱ در گــروه  وD ۲/۱ در گــروه  وE بــود کــه اخــتلاف  ۴/۱ز يــن

  .)۱د (جدول يها مشاهده نگرد ن گروهيب يمعنادار

  

  
ــ GFAPو  H&E يــزيآم لام مربــوط بــه رنــگ مقايســه -١تصــوير   يندر ب

گـروه   A)باشـد.   ينم ـ گروه ها مشهود ينب يمختلف که اختلاف يها گروه

 H&E) ١٠ µg/mlگـروه   D)و  GFAP(، C( کنتـرل  گروه B) ،(H&E)کنترل 

and GFAP)، (E,F  گروهµg/ml  ٢٠ (H&E and GFAP)، (G,H  گروهµg/ml 

٥٠ (H&E and GFAP)  و(G,H  گروهµg/ml ١٠٠. )magnification X400(  

  

هـاي   مربوط به مقايسـه تعـداد سـلول    one-way ANOVAآناليز  -۲نمودار 

 ImageJافـزار    هاي مختلف که توسط نـرم  گانگليوني در شبکيه بين گروه

 Eهاي گانگليوني در گروه  شمارش شده است. کاهش معنادار تعداد سلول

)µg/ml ۱۰۰شهود است.) م  

 A-Eها، گروه  جزييات بررسي پاتولوژي در تمام گروه - ۱جدول 

  طبق توضيحات متن

  
  
  

  TUNELنتايج آزمايش 
هـاي گـانگليون و    براي بررسـي وجـود مـرگ سـلولي در لايـه          

اسـتفاده گرديـد. تسـت     TUNELاي داخلي و خارج، آزمايش  هسته

پوپتـوزيس در لايـه   به علت آ Eهاي شبکيه از گروه  مثبت در نمونه

ي مشهود بـود ولـي در سـاير    داخلاي  هاي گانگليوني و هسته سلول

ها آزمايش منفي بود. نتايج اين تست منطبق بر نتايج حاصـل   گروه

  ).۲باشد (تصوير  و هيستوپاتولوژي مي ERGاز 

  

  
کنتـرل   B) يکنتـرل منف ـ A) . در گروه هـا  TUNELتست نتايج  -٢تصوير 

 يـه (فلـش کوچـک) و لا    يونگـانگل سـلولي   يـه لا مثبت که رنگ گرفتن

(ستاره) مشهود است.  ينوکلئار خارج يه(فلش بزرگ) و لا ينوکلئار داخل

(C  گروهµg/ml باشـد  يم ـ يکه منف ٢٠ .(D   گـروهµg/ml کـه تسـت    ٥٠

سـلولي   يهـا  يهکه لا ١٠٠ µg/mlدو نمونه از گروه  E،(Fو  باشد يم يمنف

 يـه (فلـش بـزرگ) و لا   يوکلئـار داخل ـ ن يـه (فلش کوچک) و لا يونگانگل

  (ستاره) مشخصا مثبت هستند. ينوکلئار خارج
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بحث

 CNV, PVR, PDRهـاي چشـمي از جملـه     بسـياري از بيمـاري       

فاکتوريال) بوده و تمام اجـزاي يـک    هاي چندعاملي (مولتي بيماري

روند ترميمـي کلاسـيک شـامل التهـاب، آنژيـوژنز و فيبـروز را دارا       

هـايي مثـل    يک عامل فيزيولوژيک مهم در پديـده  CTGF. باشند مي

از  CTGFترميم زخم، تحريـک مهـاجرت سـلولي و فيبـروز اسـت.      

شده که  IGF-1سبب اتصال ضعيف به  IGFBPيا  Domain 1طريق 

شود که اين نقش را با رسوب کلاژن تيپ  روند فيبروتيک شروع مي

يک محرک قـوي   CTGF. به علاوه ۴کند و فيبرونکتين ايفا مي ۳، ۱

  .  ۱۳است +CD34هاي پروژنيتور  براي آنژيوژنز از طريق القا سلول

زمــان  مــا نشــان داده شــد کــه درمــان هــم قبلــيدر مطالعــه      

تـري بـه    فيبروتيـک بـيش   سبب اثر آنتي Anti-CTGFبواسيزوماب و 

چنـين نتـايج نشـان     شـود. هـم   مي MMP-2و  CTGFعلت مهار بروز 

 VEGF-Aسبب کاهش واضح در بروز ژن  CTGFدهند که کاهش  مي

در داخـل   CTGFدهنـد کـه سـطح     . مطالعات نشان مـي ۱۰گردد مي

، در نتيجه تـاثيرات مهـم   ۱۴و۱۵زجاجيه با ميزان فيبروز مرتبط است

هـاي   هاي مختلف چشمي و بررسي غلظـت  اين پروتيين در بيماري

  باشد. مختلف براي مطالعات حيواني ضروري مي

هاي مختلـف دارو مشـاهده    حاضر در بررسي غلظتدر مطالعه      

بادي منجر به آسيب به شبکيه و  هاي بالا از اين آنتي شد که غلظت

ــلول  ــخ س ــاهش در پاس ــتوانه  ک ــاي اس و  (Rod Response)اي  ه

بـه   Eدر گـروه   ERGشوند. کاهش آمپليتود  هاي دوقطبي مي سلول

باشـد.   ياي م ـ هـاي اسـتوانه   علت ايجاد اختلال در عملکـرد سـلول  

تر  هاي داخلي نيز ناشي از اختلال در لايه OS2چنين کاهش در  هم

توانـد   بادي مـي  دهند که اين آنتي شبکيه است. اين نتايج نشان مي

براي شبکيه مضر باشد. در شـرايط طبيعـي ميـزان بـروز پـروتيين      

CTGF بـادي ممکـن    بسيار اندک است در نتيجه مقادير بالا از آنتي

دن ســاير مســيرهاي بيولوژيــک شــوند کــه اســت ســبب فعــال شــ

  اطلاعاتي از اين مسيرها در دست نيست.

در بيماران ديـابتي، حتـي قبـل از بـروز تظـاهرات رتينوپـاتي            

هاي پريسيت ساخته شده و در زجاجيه  توسط سلول CTGFديابتي، 

شود در حالي که در شبکيه و زجاجيـه افـراد    افراد ديابتي يافت مي

مسـئول بسـياري    CTGFگـردد.   وتيين يافـت نمـي  طبيعي، اين پـر 

تغييرات عروقي در افراد ديابتي است از جمله ضخيم شـدن بـازال   

هـا و آنژيـوژنزيس کـه منجـر بـه       لامينا و از دست رفـتن پريسـيت  

و همکـاران   Hinton. ۶شـود  مراحل مختلف رتينوپاتي ديابتيک مـي 

رگيري در زجاجيه با شدت د CTGF N-terminalمعتقدند که سطح 

و  Van. در تحقيقي که توسط ۱۶در رتينوپاتي ديابتي متناسب است

به عنوان عامـل مهمـي در افـزايش     CTGFصورت گرفت  ۶همکاران

ضخامت بازال لامينا در مراحل ابتدايي ديابت بود و نشان دادند که 

غيرفعال دارند به طـور معنـاداري    CTGFهايي که يک آلل  در موش

در  CTGFيابـد. در چشـم طبيعـي     ايش نمـي ضخامت لايه بازال افز

اشک، زلاليه و زجاجيه به مقدار اندک وجود دارد و براي متابوليسم 

ها لازم است. در نمونه شبکيه در يک مـوش ديـابتي،    طبيعي سلول

CTGF  .به طور مشخص افزايش يافتCTGF  در هفته هشتم پس از

دهم افزايش تا هفته  VEGFايجاد ديابت افزايش يافت در حالي که 

مشاهده کرديم. نشان  ۱۲نيافته و افزايش شديد هر دو را در هفته 

به طور موثرتري از  CTGFو  VEGFزمان  داده شده است که مهار هم

  .۷کند رفت رتينوپاتي ديابتي جلوگيري مي پيش

 CTGFدر مطالعات سلولي نشـان داده شـده اسـت کـه ترشـح           

مولکـول   domain 3بـه   VEGF. ۱۷اسـت  TGF-βو  VEGFمرتبط بـا  

باشد که همين اتصال سبب  متصل مي CTGFشکسته نشده و کامل 

 CTGFگردد ولي پـس از شکسـته شـدن، مولکـول      مي VEGFمهار 

. در ۱۸گـردد  رها شده و به شکل فعال آزاد مي VEGFتوسط پروتئاز، 

در رتينوپاتي ديابتي منجر به افزايش  Anti-VEGFنتيجه استفاده از 

گردد که بـه شـدت مـرتبط بـا افـزايش رونـد        مي CTGFرواکنش د

. در نتيجـه  ۷باشـد  مـي  Tractional Retinal Detachmentفيبروز و 

کننــده شــروع رونــد    نســبت بــين ايــن دو پــروتيين، تعيــين    

  .۹آنژيوفيبروتيک است

کلينيکال نشان داده شد که هـدف، قـرار دادن    در مطالعات پره     

CTGF زمـان   ک موثر است. مهار همدر کنترل روند فيبروتيCTGF  و

VEGF  هـاي آنژيوفيبروتيـک در بيمـاران رتينوپـاتي      از ايجاد بافـت

بـه طـور    CTGFبـادي بـر عليـه     . آنتـي ۹کنـد  ديابتي جلوگيري مـي 

معنـاداري ســبب کـاهش فيبــروز و کــاهش توليـد کــلاژن توســط    

  .۱۹گردد مي TGF-βها در پاسخ به  فيبروبلاست

باشـد کـه از دو    مـي  DNAتکه شدن مولکول  هآپوپتوز نتيجه تک     

. شروع آپوپتوز به علـت  ۲۰دهد مسير عمده خارجي و داخلي رخ مي

ديـده و يـا    هـاي آسـيب   هاي مختلف از سـلول  آزاد شدن سيتوکين

هــا، بــا ايجــاد  هــاي تحــت اســترس اســت. ايــن ســيتوکين ســلول

شوند.  هاي ماکروفاژ و ميکروگليا مي کموتاکتيک سبب تجمع سلول

هـاي   ها سبب القا اثـر سـمي بـر روي سـلول     فعال شدن اين سلول

. در مطالعات پيشين نشان داده شده است کـه  ۲۰شود گانگليوني مي

CCN family  تواننـد از طريـق فعـال کـردن      مـيcaspase  وFas- 

ligand   از بـين اعضـا خـانواده،    ۲۱و۲۲منجر به ايجاد آپوپتـوز شـوند .

CCN ترين نقش آپوپتـوز   بيشCry61     دارد کـه از طريـق اکسـيژن

ســبب مــرگ ســلولي  Reactive Oxygen Species (ROS)فعــال 
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و TGF-βتوسـط   CCNهاي مربـوط بـه    . تمام پروتيين۲۱و۲۲گردد مي

TNF-α  شـوند. دو مولکـول    تنظيم مـيCCN1  وCCN2   در برخـي از

مسيرهاي زيستي (بيولوژيک) با هم مشـترک هسـتند و مطالعـات    

 CCN1سـبب افـزايش بـروز     CCN2(CTGF)ر دهند که مها نشان مي

-Antiهاي بـالاي   . در اين مطالعه ديده شد که غلظت۲۳و۲۴گردد مي

CTGF توان اين پديـده را از   گردد که مي منجر به ايجاد آپوپتوز مي

دو طريق توجيه نمود. اين اثر ممکن است به علت افزايش واکنشي 

جـايي   د و از آنباش ـ CTGFيا همان  CCN2به دنبال مهار  CCN1در 

يک عامل آپوپتوتيک قوي اسـت افـزايش آن منجـر بـه      CCN1که 

ايجاد مرگ سلولي در لايه گانگليوني شده است. نظريه دوم مربوط 

ــروتيين تنظــيم  ــه پ ــده  ب ــن مولکــول در   TGF-βکنن ــه اي اســت ک

هايي مثل مهاجرت سلولي، ازدياد و مرگ سلولي نقـش دارد   فرآيند

و در  (up regulation)دتنظيمي مثبـت  دچـار خـو   CTGFو با مهار 

  .۱۵و۲۲گردد سبب شروع روند آپوپتوز مي TNFنهايت با فعال کردن 

با توجه به اين که ما در بررسي هيستوپاتولوژي، تغييراتـي بـه        

هـاي   رسد که غلظـت  نفع آسيب شبکيه مشاهده نکرديم به نظر مي

کننـد. در   يمورد استفاده، سميت شديد و آتروفي واضح ايجـاد نم ـ 

توان به يکـي از مـوش هـاي مـورد مطالعـه در       تاييد اين نظريه مي

که بالاترين غلظت دارو را دريافت کرده بود اشاره نمود. در  Eگروه 

هـاي داخلـي    اين نمونه، آتروفي شديد در نيمي از شـبکيه در لايـه  

ريزي داخل زجاجيه مـانع   مشهود بود و در نيمه ديگر شبکيه، خون

رو توسط شبکيه آن ناحيه شده بود. قسـمتي از شـبکيه   از جذب دا

ريزي داخـل زجاجيـه بـود دچـار آتروفـي       که در پشت ناحيه خون

رسيد ولـي نيمـه ديگـر چـون در معـرض       نشده و سالم به نظر مي

هاي بـالاتري از دارو قـرار گرفتـه بـود دچـار آسـيب شـديد         غلظت

  هاي داخلي شبکيه شده بود.  لايه

 هاي بـين   اي مطالعه حاضر، عدم بررسي غلظته از محدوديت     

µg/ml ۵۰  و µg/ml ۱۰۰   تـر و   بود. با توجه به اين که مقـادير کـم

شـوند و   سمي نبودند، ايمن در نظر گرفتـه مـي   µg/ml ۵۰مساوي 

ــه   µg/ml ۱۰۰غلظــت  ــادل دوز داخــل زجاجي ــه مع  ng/µl۲۰۰ک

تـوان   نمـي  µg/ml ۷۵باشد سمي اسـت ولـي در مـورد غلظـت      مي

  تر دارد. ظهارنظر نمود و نياز به بررسي دقيقا

با توجـه بـه نتـايج حاصـل از ايـن مطالعـه، سـوالات بسـياري              

هـاي چشـمي و مسـيرهاي     بر بافت CTGFبادي  پيرامون تاثير آنتي

گردد که نيازمند مطالعـات   عملکرد اين مولکول در چشم مطرح مي

  تري در آينده است. بيش

  

  گيري نتيجه
 TUNELشناسـي و   ، بافتERGجه به نتايج حاصل از تست با تو     

test رسد که تزريق داخـل زجاجيـه    به نظر ميAnti-CTGF   بـا دوز

μg/ml ۱۰۰  باشد.  مي )توکسيکمضر (در موش بزرگ آزمايشگاهي

در مطالعات بعدي که از لحاظ اثربخشـي تزريـق    μg/ml ۵۰مقدار 

  گردد. صيه ميتو ،انجام خواهد شد Anti-CTGFزجاجيه داخل 
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