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  .است اصفهان يدانشگاه علوم پزشكدر  288229ي  به شماره اي دكتراي حرفه ي نامه اين مقاله حاصل پايان *
   يرانا اصفهان،اصفهان،  يدانشگاه علوم پزشك ي،پزشك ي دانشكدهي تحقيقات دانشجويي،  كميته دانشجوي پزشكي، 1
 يرانان، ااصفهان، اصفه يدانشگاه علوم پزشك ي،پزشك ي دانشكده يزيولوژي،گروه فو  مركز تحقيقات فيزيولوژي يار،استاد 2

    Email: shaghayeghhaghjoo@yahoo.com  ي جوانمردحق جو يقدكتر شقا :ي مسؤول نويسنده

  

  1  1390 هفته سوم اسفند/ 171شماره /  29سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

   مقاله پژوهشي  نمجله دانشكده پزشكي اصفها

 25/10/90: تاريخ پذيرش         30/7/90: تاريخ دريافت  1390 هفته سوم اسفند ماه/171شماره /منهسال بيست و 
  

بررسي ايجاد آنسفاليت اتوايميون حيواني از طريق تزريق تركيبات مختلف از هموژنات 

  مغز موش با ادجوانت فروند

  
  1، عظيمه جهانيپور2ي جوانمرددكتر شقايق حق جو، 1سعيد رضايي جوزداني

  
  

  چكيده

در حال حاضر در ايران براي ايجاد آن روي . است) MSيا  Multiple sclerosis(حيواني بيماري اسكلروز متعدد آنسفاليت اتوايميون حيواني، مدل  :مقدمه

اين امر بسيار اهميت دارد كه براي ايجاد . را از كشورهاي پيشرفته خريداري كرد MBPو PLP، MOGبايد پپتيدهاي سنتز شده مثل ) Rat(موش 

 .تر استفاده كرد تر و ساده هاي ارزان آنسفاليت اتوايميون حيواني از روش

ي مغز موش  ابتدا از ماده .گروه شاهد انجام شد 2گروه شامل  10در ) Rat(موش  30كه بر روي  بودتجربي  اي اين مطالعه از نوع مداخله :ها روش

ند ها به همراه ادجوانت فرو از رونشين آن براي تزريق به موش ،شد و سپس نصف آن مخلوط را سانتريوفوژ كرده كشته شده، سوسپانسيون هموژن تهيه 

 .دگردي استفاده 

هايي كه مخلوط مغز موش چه به صورت رونشين و چه به  گروه. بودندو از نظر سن و وزن يكسان  Ratها از نوع  ي موش همه ،در اين مطالعه :ها يافته

هايي كه رونشين  از طرفي گروه .دار بود ينسبت به گروه شاهد معن P > 05/0فلج عصبي را نشان دادند كه با  ،ها استفاده شد صورت سوسپانسيون در آن

هاي رونشين در فلج عصبي، اختلاف  ولي همين گروه ؛)P > 05/0( ندها استفاده شده بود، فلج عصبي بيشتري را نشان داد مايع مغز موش در آن

 .داري با يكديگر نداشتند يمعن

د كه از نظر هزينه و آساني برتري آمدست ه ثر براي ايجاد آن بؤوش مبراي ايجاد آنسفاليت حيواني، ر هاي قديمي زوشبا تغيير بر روي  :گيري نتيجه

  .هاي ديگر امروزي مقايسه گردد شهاي ديگر موش و حيوانات ديگر آزمايش شود و نتايج آن با رو اگرچه اين روش بايد بر روي گونه. دارد

  پروتئوليپوپروتئين ،تئين ميلينگليكوپرو ،پروتئين اساسي ميلين ،آنسفاليت اتوايميون حيواني :واژگان كليدي

 
  مقدمه

ــواني   ــون حيـــ ــفاليت اتوايميـــ ــا EAE(آنســـ    يـــ

Experimental autoimmune encephalitis ( مـــدل

يا  Multiple sclerosis(بيماري اسكلروز متعدد حيواني 

MS (  اســت)1- 4( .EAE  از نـــوع چهـــارم حساســـيت

 CNS( سيستم اعصاب مركـزي  تأخيري است كه در بافت

  .افتد موش اتفاق مي )Central nervous systemيا 

اثر  MS و درمان كه بر بروز عوامليي  براي مطالعه

امروزه در ايـران  . نياز به مدل حيواني است، گذارند مي

ــراي ايجــاد  ــد   در EAEب ــه خري ــاز ب ــوش ني ــواع م ان

ــين   ــروتئين اساســي ميل ــل پ پپتيــدهاي ســنتز شــده مث

)Myelin basic protein  ــا ــ)MBPي وپروتئين ، گليك

يـا   Myelin oligodendrocyte glycoprotein(ميلـين  

MOG( پروتئوليپوپروتئين  و)Proteo-lipoprotein   يـا

PLP (هاي زيـاد از كشـورهاي توسـعه يافتـه      با قيمت

هـاي غشـاي ميلـين     اين پپتيدها، مولكول). 4-6(داريم 

تزريـق  ) Rat(هستند كه اگـر بـا ادجوانـت بـه مـوش      

آورند كه به  اسيت را به وجود ميترين حس بيش ،شوند
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-كند و منجر به فلج عصبي صورت آنسفاليت بروز مي

   ).4-6( گردد عضلاني مي

هاي اخيـر تعـداد زيـادي مقالـه بـه       از طرفي در سال

هـا   دست آمده است كه افزايش همين پپتيدها و انواع آن

 يـا  Cerebrospinal fluid(نخـاعي   - مغـزي  را در مـايع 

CSF( ــ  انــد  دادهي مغــزي نشــان  س از ضــربهدر افـراد پ

آورد كـه از   بنابراين اين ايده را بـه وجـود مـي    ).7- 11(

ي مغزي بـراي   ي افراد ضربه شبيه سازي شده CSFمايع 

كـه  اين بـود  هدف اين مطالعه . استفاده شود EAEايجاد 

سوسپانسـيون  يـك  با تخريب فيزيكي بافت مغز مـوش  

كـردن آن ميـزان   با سـانتريفيوژ   دست آورد وه هموژن ب

بـه همـراه    را زايـي تركيبـات مختلـف آن    اثر حساسـيت 

عضـلاني   - در ايجـاد فلـج عصـبي    تزريق بـا ادجوانـت  

   .بررسي كرد

  

  ها روش

معيارهـاي  . بـود اي تجربـي   اين مطالعه از نـوع مداخلـه  

 590 ± 10بـا وزن   Ratهـاي از نـوع    ورود به آن موش

ينيكـي  شـواهد كل بدون هيچ گونه و نث ؤگرم از جنس م

معيارهاي خروج آن وجـود  . بودعضلاني  - از فلج عصبي

عضـلاني يـا    - شواهدي كلينيكي مبنـي بـر فلـج عصـبي    

  .بودي موش  گونه هرگونه عدم تطابق با جنس و وزن و

دانشـگاه علـوم   ي اخـلاق   اين مطالعه توسـط كميتـه  

ــفهان   ــكي اص ــد أيتپزش ــد ش ــي در   ي ــوازين اخلاق و م

   .ق آن رعايت گرديدداري و انجام آزمايش مطاب نگه

بـه   درصـد  10سي كتـامين   سي 5ابتدا پس از تزريق 

و بيهـوش كـردن آن بـا كـاتتر     ) Rat(يك مـوش   صفاق

Scalp،    ـبافت مغز مـوش اسـتخراج  د و در نرمـال  گردي

مخلوط حاصـل بـا هموژنـايزر بـه     . دشسالين قرار داده 

 ـ  سوسپانسيون يك .شددقيقه مخلوط  5مدت  ه دسـت ب

مخلوط اول سوسپانسيون . دگرديت دست آمده دو قسم

دقيقـه   5بـه مـدت    بخـش ديگـر  . بـود خام مغز مـوش  

دسـت آيـد و سـپس از    ه شد تا رونشين آن ب سانتريفيوژ 

   .رونشين آن به عنوان مخلوط دوم استفاده شد

در هر  .شدندگروه مشابه تقسيم  10به  Ratموش  30

كـه تزريقـات يكسـان    شت موش مشابه وجود دا 3گروه 

شاهد  ،ندشتنام دا Bو  Aدو گروه اول كه . دكردنت درياف

 B نرمال سـالين و گـروه   ليتر ميلي 1/0تنها  Aگروه  .دبودن

 ـادجوانت فروند دريافـت  ليتر  ميلي 1/0 تزريقـات  . دكردن

ــه صــورت    ــاره تكــرار شــد و ب ــه دوب پــس از يــك هفت

  .صورت گرفتزيرجلدي در محل خروج دم موش 

ط سوسپانسيون خام براي چهار گروه بعدي از مخلو

   سوسپانسـيون خـام بـه ترتيـب بـا تركيـب       .داستفاده ش

 1/0بـــه همـــراه  و ليتـــر ميلـــي 3/0و  2/0، 1/0، 05/0

ايـن چهـار گـروه    . شـد  ادجوانت فروند تزريق  ليتر ميلي

   .نددهاي سوسپانسيون ناميده ش گروه

ــول رونشــين و   ــراي چهــار گــروه ديگــر از محل ب

به ترتيـب   گروه 4در اين  .شد ادجوانت فروند استفاده 

محلـــول  ليتــر  ميلـــي 3/0و  2/0، 1/0، 05/0تركيــب  

ادجوانـت   ليتـر  ميلـي  1/0رونشين هر كدام بـه همـراه   

  .دگرديفروند تزريق 

بـه صـورت    بـاره ها يـك هفتـه بعـد دو    ي تزريق همه

  .گرفتانجام دوباره زيرجلدي در محل خروج دم موش 

فلـج   هـا از نظـر    به مدت يك مـاه هـر هفتـه مـوش    

ند و مطــابق دشــ ي كلينيكــي  عضــلاني معاينــه - عصــبي

  : كردندزير نمره دريافت دهي  نمره

فلج اندام عقبـي  =  2فلج دم موش، =  1، طبيعي=  0

فلـج انـدام عقبـي بـدون راه     =  3و راه رفتن با لـنگش،  

فلج كامل انـدام عقبـي و فلـج خفيـف انـدام      =  4رفتن، 

   .مرگ=  6ا، ه ي اندام فلج كامل همه=  5جلويي، 
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بـا    هفته هر هاي مورد، در گروه ي ي همه سپس نمره

  . شدگروه شاهد مقايسه 

آزمـون   توسـط  هـا  داده  ،آوري اطلاعات پس از جمع

هـا در هـر    گروه ي براي مقايسه Kruskal-Wallisآماري 

هـا در   هفته ي نمرات همه ي براي مقايسه tهفته و آزمون 

 SPSSافـزار   فاده از نـرم و با اسـت  هر گروه با گروه ديگر

)SPSS Inc., Chicago, IL(    تجزيـه و تحليـل گرديـد. 

   .در نظر گرفته شد 05/0ري كمتر از دا سطح معني

  

  ها افتهي

يـك هفتـه    .ها فوت شد حين انجام مطالعه يكي از موش

هـا   گروه ي مرتبه در همه بعد از تزريق اول، تزريقات دو

تزريقـات مشـابه    موش مشابه، 3در هر گروه . تكرار شد

اطلاعات مربوط بـه ميـانگين نمـرات و    . دريافت كردند

  .، آورده شده است1انحراف معيار در جدول 

هاي مختلف را  هاي گروه نمرهميان  مقايسه 2جدول 

  .دهد نشان مي

فلج ي  شود اختلاف نمره همان طور كه مشاهده مي

هـاي   عضلاني سوسپانسيون و رونشين با گروه -عصبي

از لحــاظ آمــاري هــاي مــورد مطالعــه  زمــان درشــاهد 

  .بوددار  معني

 ،كـه محلـول رونشـين اسـتفاده شـد      يهـاي  در گروه

هاي سوسپانسيون كسـب   نمرات بالاتري نسبت به گروه

  ).3 جدول(شد 

هـاي رونشـين اسـتفاده     در چهار گروهي كه محلـول 

  ).4 جدول(شت داري وجود ندا ياختلاف معن ،شد
  

  هاي كنترل و مورد گروهآمار توصيفي . 1جدول 

 
  اول ي هفتهي  نمره

  ميانگين ± معيار انحراف

  دوم ي هفته ي نمره

  ميانگين ± معيار انحراف

  ومس ي هفته ي نمره

  ميانگين ±انحراف معيار 

  چهارم ي هفته ي نمره

  ميانگين ±انحراف معيار 

  A 0  0  0  0 شاهدگروه 

  B  0  0  0  0 شاهدگروه 

  67/2 ± 05/3  33/2 ± 21/3  33/2 ± 21/3  2 ± 46/3 1گروه سوسپانسيون 

  33/1 ± 15/1  67/0 ± 57/0  33/1 ± 57/0  0 2گروه سوسپانسيون 

  67/0 ± 57/0  33/1 ± 57/0  33/1 ± 52/1  67/0 ± 15/1 3گروه سوسپانسيون 

  33/1 ± 57/0  33/0 ± 57/0  2 ± 0  1 4گروه سوسپانسيون 

  33/1 ± 57/0  2 ± 0  33/1 ± 15/1  67/1 ± 57/0 1گروه رونشين 

  2 ± 0  2 ± 0  33/2 ± 57/0  3 0 2گروه رونشين 

  33/1 ± 57/0  67/0 ± 15/1  67/2 ± 15/1  4 ± 2 3گروه رونشين 

  2 ± 0  0  2 ± 0  67/2 ± 57/0 4گروه رونشين 

  
  و مورد شاهدهاي  بين گروه kruskal-Wallisآزمون  .2 جدول

 Pمقدار   مقدار آماره  

  > 001/0  48/10 و گروه شاهد) ي اول هفته(رونشين هاي سوسپانسيون و  گروه

  > 016/0  02/8 و گروه شاهد) ي دوم هفته(هاي سوسپانسيون و رونشين  گروه

  > 022/0  53/7 و گروه شاهد) ي سوم هفته(هاي سوسپانسيون و رونشين  گروه

  > 021/0  59/7 و گروه شاهد) ي چهارم هفته(هاي سوسپانسيون و رونشين  گروه
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  مورد هاي در گروه يانگينتفاوت م ي يسهمقا .3دول ج
 P مقدار آماره مقدار  

  > 04/0  -999/1  رونشين و سوسپانسيون

  

  يندر چهار گروه رونش يانگينتفاوت م ي مقايسه: 4جدول
 P مقدار آماره مقدار 

  19/0  -38/1  رونشين

  

محلول رونشين حاصـل از سـانتريفيوژ   علاوه بر اين 

 اثـر  ،ز مـوش بـا ادجوانـت فرونـد    مخلوط همـوژن مغ ـ 

زايي بيشـتري نسـبت بـه سوسپانسـيون خـام       حساسيت

  ).1نمودار (شت مخلوط دا

هـاي   چهار گروه رونشين و گروه ي مقايسه 2نمودار 

  .را نشان داده است با يكديگرشاهد 

0

0.2
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0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

2.2

2.4

2.6

2.8

3

اولهفته دومهفته سومهفته چهارمهفته

Aكنترلگروه

Bكنترلگروه

1سوسپانسيونگروه

2سوسپانسيونگروه

3سوسپانسيونگروه

4سوسپانسيونگروه

  
  يكديگر با شاهد هاي روهگ و سوسپانسيون گروه چهار ي مقايسه خطي نمودار. 1نمودار 

  

0
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1
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2
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2.4
2.6
2.8

3
3.2
3.4
3.6
3.8

4

اولهفته دومهفته سومهفته چهارمهفته

Aكنترل

Bكنترل

1رونشينگروه

2رونشينگروه

3رونشينگروه

4رونشينگروه

  
  يكديگر با شاهد هاي گروه و رونشين گروه چهار ي مقايسه خطي نمودار .2 نمودار
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  بحث

با توجه به اهميـت مـدل آنسـفاليت حيـواني در فهـم      

هـاي گونـاگوني بـراي ايجـاد آن      ، روشMSمكانيسم 

  ).1-2، 4-6(روي حيوانات وجود دارد 

آنسـفاليت حيـواني از    1980و  1970ي هـا  دههدر 

طريق مخلوط هموژنات مغز و طناب نخاعي حيوانات 

و  Ratهـاي   ي هندي، موش شد و در خوكچه ايجاد مي

امـروزه  ). 1، 4( ميمون با مشكلات فراواني همراه بـود 

 در ايران از پپتيدهاي سنتزي غشاي ميلين بـراي ايجـاد  

ي فراوان به همـراه   نهشود كه هزي آنسفاليت استفاده مي

را بــا  هــاي قــديمي روش ،بنــابراين ايــن مطالعــه. دارد

  .آزمودجديد براي ايجاد آنسفاليت  روشاستفاده از 

محلـول رونشـين   نتايج اين مطالعـه نشـان داد كـه    

حاصل از سانتريفيوژ مخلـوط همـوژن مغـز مـوش بـا      

زايي بيشتري نسـبت بـه    اثر حساسيت ،ادجوانت فروند

چـه تفـاوت    اگـر  ،شـت سوسپانسيون خـام مخلـوط دا  

 هـاي     زايـي آن در تركيـب   اي در ميزان حساسـيت  عمده

  .مختلف اين محلول مشاهده نشد

ي مغز مـوش را   اين مطالعه ميزان حساسيت به ماده

شـود   توصيه مي .گرفتعضلاني اندازه  -با فلج عصبي

  ول بـر روي مقـاطع   در مطالعات جداگانه اثـر آن محل ـ 

  .ها نيز بررسي شود  پاتولوژي نخاع موش

هـا و   هاي ايـن مطالعـه تعـداد مـوش     از محدوديت

محدوديت در نوع موش مورد استفاده بود كـه توصـيه   

شود روش مورد نظر در ايجـاد آنسـفاليت حيـواني     مي

  .استفاده شود ها شبراي انواع مو

  

  گيري نتيجه

اده از محلـول رونشـين   اسـتف  كـه  ددااين مطالعه نشان 

سوسپانسيون هموژنات مغز موش همراه بـا ادجوانـت   

فروند اثر بيشتري نسبت به سوسپانسيون خام در ايجاد 

پيشـنهاد   .شـت هـا دا  عضـلاني بـر مـوش    -فلج عصبي

براي ايجاد آنسفاليت حيـواني از ايـن محلـول     شود مي

در مطالعــات بيشــتري بــا  روشاســتفاده شــود و ايــن 

  .د مقايسه گرددهاي موجو روش

  

  قدرداني و تشكر

نويسندگان، از دكتر مينو اديب، دكتـر پـورآذر و دكتـر    

ــك  ــاري در تكني ــراي راهنمــايي و همي ــاي  دشــتي ب ه

 آزمايشگاهي سپاسگزاري فراوان دارنـد و همچنـين از  

اري دحيوانـات بـراي نگه ـ   ي ول لانهؤآقاي صادقي مس

  .كنند قدرداني مي ها موش
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Establishment of Experimental Autoimmune Encephalitis Model by  

Injection of Different Combination of Homogenized Brain  
Tissue of Rat with CFA 

 
Saeid Rezaei Jouzdani1, Shaghayegh Haghjooy Jvanmard PhD2, Azimeh Jahanipoor1 

 
Abstract 

Background: EAE (experimental autoimmune encephalitis) is an animal model of MS (multiple  
sclerosis). Today in Iran for induction of EAE on rats we need to buy specific encephalitogen such as 
MBP, MOG, PLP from developed countries. It is very essential for us to find a way for induction of 
EAE which is cheaper and more rapid that make us independent. It is a fundamental technique.because 
if we want to study MS (multiple sclerosis),we will need animal model.If we get proper result, we can 
over come many obstacles and difficulties in future for further investigations on MS and its etiology 
and its pathophysiological mechanism. 

Methods: In this study after one of rats exsanguinations the brain tissue was put in a saline solution 
and then was homogenized with a hemogenizer of Silent Crusher S model. It brought a suspension. A 
constant  amount of CFA with different amounts of quantity of this prepared suspension then was 
combined and was injected  subcutaneously to a series of similar rats n = 10. In this investigation all 
were rats and 590 ± 10 g and 3 month old. The administration was repeated with a week interval for 
some of the rats and the results were compared. Also different combinations was administered and the 
results were compared. Finally neurological deficit was looked for which was our aim. 

Findings: This study illustrated that supernatant solution was more encephalitogen than Suspension 
solution,and this was usable in an applicable technique for induction of Neurological paralysis in rats 
(P < 0.05) but dose not show any optimum combination of supernatant and CFA for that aim. 

Conclusion: With modifying old method for induction of EAE we could find preferable one rather 
than high costly methods which are used today. Also this method should be assessed with further 
investigations on different mice and rats strains and compared with each other and also with further 
investigations this method should be compared with other methods in literature.  

Keywords: EAE (experimental autoimmune encephalitis), MOG (myelin oligodendrocyte glyco 
protein) (a component of myelin sheath), MS (multiple sclerosis), PLP (proteo lipo protein), MBP 
(myelin basic protein) 
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