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 مهار بازسازي ميلين در دميليناسيون موضعي القا شده در كياسماي C پروتئين كيناز
  كندگري ميبينايي موش را ميانجي
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  مقدمه
 عـصبي در سيـستم عـصبي مركـزي          هـاي آكسون سلول 

)CNS (            پستانداران بالغ، توانايي ذاتي كمي بـراي تـرميم پـس از
يـك بيمـاري مـزمن      ) MS(مولتيپل اسكلروزيس   ]. 1[آسيب دارند   

 است كه مهمترين شاخص آن دميلينه شدن اعـصاب          CNSالتهابي  
باشـد و   محيطي و مركزي، آسيب آكسوني و از دست رفتن آنها مي          

]. 2[شود  ختلالات عصبي متعددي متناسب با آن ظاهر مي       در نتيجه ا  
فقدان يا نقص بينايي، يكي از علايم اوليه بيماري است كه حتي قبـل              

  بيماران درصد 70بيش از  در. كنداز تشخيص بيماري نيز بروز مي
  

 مدرس، تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده فيزيولوژي، گروه دكترا، دانشجوي 1
  تهران

  تهران مدرس، تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده فيزيولوژي، گروه نشيار،دا 2
  تهران مدرس، تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده فيزيولوژي، گروه استاد، 3
 مدرس، تربيت دانشگاه پزشكي، علوم دانشكده فيزيولوژي، گروه ارشد، كارشناسي 4

  تهران
  تهران بهشتي، شهيد پزشكي علوم نشگاهدا اعصاب، علوم تحقيقات مركز استاد،  5

  :نشاني نويسنده مسوول *
   فيزيولوژي گروه پزشكي، علوم دانشكده مدرس، تربيت دانشگاه تهران،
  021 82884555: دورنويس                                 021 82884522 :تلفن

  mjavan@modares.ac.ir: پست الكترونيك
  9/8/89 :تاريخ پذيرش نهايي                          17/4/89: تاريخ دريافت

دنبـال  ممكن اسـت بـه   ].3[ سيستم بينايي درگير است     MS مبتلا به 
خودي داشته باشـيم    ه  ب دميليناسيون يك رميليناسيون ناقص و خود     

هـاي   گـره  ميلين بـين   دنبال از دست رفتن   هكه پاسخ ترميمي ذاتي ب    
توانـد  ها ميرانويه است و با جايگزين صفحه ميليني جديد بين گره         
در واقـع   ]. 4[عملكرد هدايت عصبي از دست رفته را جبران كنـد           

 MSهاي مغزي در بيمـاري      كه برخي از آسيب   است  گزارش شده   
 ؛شـود رميلينه مي ] 6[ها  و شوان سل  ] 5[ها  توسط اوليگودندروسيت 

ها، دميليناسيون وسيعي بـدون تـرميم        آسيب اگرچه بيشترين قسمت  
علت ايـن تـرميم نـاموفق آكـسوني در          ]. 7[اند  ميلين را نشان داده   

هـاي  تنها به عدم كفايت ترميم ذاتي نورون       نه سيستم عصبي مركزي  
ه محيطي اين آكسون هاي آسـيب       هبالغ نسبت داده شده، بلكه مواج     

شـواهد زيـادي    ]. 8[تواند دليل ديگري باشـد      ديده با ميلين هم مي    
 به  CNSارائه شده است كه قسمت عمده فعاليت مهاري در محيط           

هاي اسكار گليـايي در     اجزاي پروتييني موجود در ميلين و مولكول      
ين مهاري عمـده در ميلـين       ئسه پروت ]. 9[محل آسيب مربوط است     

: شده است كه عبارتند از     شناسايي   موجود در سيستم عصبي مركزي      
، و ]11 [Nogo A ؛]MAG] (10(  وابسته به ميلـين ينئگليكوپروت

مطالعـات اخيـر    ]. OMgp] (12( ين ميلين اوليگودندروسيتي  ئپروت

  خلاصه
 اگر چه مهـار .كنند، ترميم آكسوني در مغز بالغين را محدود ميPKC با فعال كردن هاي مهاري موجود در ميلين پروتئين:سابقه و هدف

PKC   هاي ميلين را در مهار رشد آكسوني كاهش مي دهد، ولي نقش و مكانيسم آن در مهار بازسازي ميلين تـاكنون ناشـناخته                       پروتئين، توانايي
 در بازسـازي ميلـين كياسـماي    PKC از اين مطالعه بررسي اثر مهـار       ، هدف MS با توجه به درگير شدن دستگاه بينايي در بيماري           .است
 .باشديهاي دميلينه شده با ليزوليستين مموش

شد و تزريق روزانه داخل بطني مهـار كننـده    ليزولستين دميليناسيون در كياسماي موش نر القاء  با تزريق يك ميكروليتر:مواد و روش ها
الگوي دميليناسيون و رميليناسيون در كياسماي بينايي بـا رنـگ آميـزي    . افتيز پس از القاء ادامه  رو14تا  )C) GÖ6976پروتئين كيناز

  .انجام شد) VEP(اختصاصي ميلين و با استفاده از ثبت پتانسيل برانگيخته بينايي 
ز تزريق مشاهده شد و رميليناسـيون   پس ا7 و 3 در روزهاي دريافت كننده ليزولسيتين به تنهايي بيشترين دميليناسيون در حيوانات: نتـايج 

 پـس از  3 نيز تيمار شده بودند، دميليناسـيون كمـي در روز    C ديده شد، اما در حيواناتي كه با مهارگر پروتئين كيناز14كمي هم در روز 
آسـيب، بيـشترين     نيـز در گـروه       VEPهاي حاصل از ثبت     در داده .  افزايش يافت  14  و    7تزريق مشاهده شد و رميليناسيون در روزهاي        

 3 در روزهاي  p برگشت به سمت نرمال داشت، ولي در گروه تيمار ميزان تاخير موج14 بود كه در روز 7 و 3 در روز هاي  pتاخير موج
  . اي كاهش داشت به شكل قابل ملاحظه7و 

كـار  زي داشته و مهار آن به عنـوان يـك راه          زاد ميلين نقش بار    در مهار ترميم درون    Cرسد فعاليت پروتئين كيناز      به نظر مي   :گيرينتيجه
  .قابل استفاده باشد. اس.هايي مثل امدرماني جديد براي پيشبرد فرايند رميليناسيون در بيماري

  ، ام اس، موش سوري، كياسماي بيناييC پروتئين كيناز آنزيم دميليناسيون، ميلين، :واژگان كليدي
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اند كه هر سه آنها از طريق يك گيرنده مـشترك بـه نـام               نشان داده 
-Rhoكننـد و بـا فعـال نمـودن          عمل مي ) Nogo) NgRگيرنده  

GTPaseويژه  ها، بهRho Aز چنين پروتيين كينا و همC) PKC (
د رشد مخروط آكسوني و ترميم عـصبي و ميلـين را مهـار              نتوانمي
ــكن ــسير ســيگنالينگ  ]. 1،13[د ن ــال كــردن م ــر فع  و Rho Aغي

]. 1[هـارا افـزايش دهـد    توانـد رشـد نوريـت   افكتورهـاي آن مـي  
-هاي بنيادين چندتواني و سلول     توسط سلول  CNSرميليناسيون در   

 اما ،شودگري ميميانجي) OPCs(هاي پيش ساز اوليگودندروسيتي 
.  ناشناخته است، موفـق نيـست       به دلايلي كه هنوز    MSدر بيماري   

ــواهد  ــي ش ــي برخ ــشان م ــايز   ن ــه تم ــد ك ــه  OPCدهن ــا ب  ه
هاي ميلينـي در    علت حضور مهاركننده  هاي بالغ به  اوليگودندروسيت

تواند يكـي از دلايـل شكـست        شود و اين مي   محل آسيب مهار مي   
ــيون در  ــاريرميليناس ــر بيم ــايي نظي ــد MSه  و Baer]. 13[ باش

- ها ميOPCهمكارانش نشان دادند كه مهار وابسته به ميلين تمايز 

 و كيناز Rho A-ROCKعلت فعال شدن مسير سيگنالينگ تواند به
ليزولـسيتين  ]. 13[ باشـد    PKCوابسته به آن و يا مسير سيگنالينگ        

طور ويژه هتي است و بآنالوگي از ليزوفسفاتيديل كولين با اثر دترجن
، باعـث حـل شـدن       ]14[گذارد  هاي ميلينه كننده اثر مي    روي سلول 

 موش بـالغ دميليناسـيون را القـا    CNSچربي شده و در ماده سفيد      
مايد، بيشترين ودر مقايسه با ساير سموم مثل اتيديوم بر]. 15[كند مي
 هاي ميلينه كننده است و اثر سمي كمتـري روي         روي سلول آن  اثر  

تواند بـا القـاي     بنابراين مي  ؛ها دارد ها، نظير آستروسيت  ساير سلول 
دنبال آن ترميم احتمالي را ايجاد كند و براي القاي          دميليناسيون و به  

در ايـن مطالعـه     ]. 16[مدل موضعي دميليناسيون ماده مناسبي است       
. اس.جهـت درگيـري فـراوان آن در بيمـاري ام          كياسماي بينايي به  

 و  شـده ميليناسيون موضعي بـا ليزولـسيتين انتخـاب         جهت القاي د  
الگوي دميليناسـيون و رميليناسـيون در كياسـماي مـوش بـالغ در              

  .گرديد بررسي PKCحضور و عدم حضور مهارگر 
  

 مواد و روش ها  

  حيوانات 
 در  C57/BLJ6هـاي نـر نـژاد       در اين تحقيـق از مـوش      

تور، خريـداري شـده از موسـسه پاس ـ       ( گرم   25-30محدوده وزني   
 ساعته  12روشنايي  /حيوانات در شرايط تاريكي   . استفاده شد ) كرج

و بدون محدوديت دسترسي به آب      ) Cº2±22(با دماي كنترل شده     
كليه آزمايشات روي حيوانـات بـا رعايـت         . داري شدند و غذا نگه  

اصول اخلاقي و ثبت شده بين المللي كار با حيوانات آزمايشگاهي           
  . ق دانشگاه تربيت مدرس بود، انجام شدكه مورد تائيد كميته اخلا

  القاي موضعي دميليناسيون

و ) mg/kg70(با تزريق داخل صـفاقي كتـامين        حيوانات  
 درصـد  9/0كه در محلول استريل سـالين  ) mg/kg10 (زايلازين 

 1دميليناسـيون بـا تزريـق محلـول         . شـدند رقيق شدند، بيهوش مي   
 9/0اسـتريل سـالين     در محلول   ) USAسيگما،  (درصد ليزولسيتين   

]. 17[شـد    ميكروليتر دركياسماي بينايي القـا مـي       1درصد با حجم    
 صـاف در دسـتگاه اسـتريوتاكس        ها با موقعيـت سـر كـاملا       موش

)Steolting, USA ( 1 ميكروليتـر از محلـول   1قرار مي گرفتند و 
 بـه كياسـماي بينـايي    lμ 10ليزولسيتين با سرنگ هميلتـون   درصد

 mm 9/3: يت كياسما با استفاده از اطلس موش      موقع. شدتزريق مي 
 mmجلوي لامبدا با موقعيت جانبي صفر نسبت به لامبدا و با عمق             

در حيوانات گروه كنترل با همان مشخصات ]. 18[ از دورا بود 75/5
ليزولسيتين يا سالين با     .اطلس و حجم يكسان سالين تزريق مي شد       

 ,Steolting( از پمـپ  سرعت يك ميكروليتر در دقيقه با اسـتفاده 

USA ( جهت اطمينان از فراهم نمودن زمان لازم بـراي         . تزريق شد
 دقيقه در محـل تزريـق       5انتشار ليزولسيتين، سوزن تزريق به مدت       

 درصـد در    2مطالعه با تزريق رنگ كوماسي بلو       . شدنگه داشته مي  
كياسماي بينايي، جهت يافتن موقعيـت دقيـق تزريـق متناسـب بـا              

لس و همچنين تخمين تقريبي ميزان انتـشار رنـگ در           مشخصات اط 
  ).اندها نشان داده نشدهداده(محل تزريق انجام شد 

  كانول گذاري داخل بطن مغزي
مهـارگر  ،  GÖ6976جهت تزريـق داخـل بطنـي داروي         

PKC ،)sigma, USA (     لازم بود كـه حيوانـات كـانول گـذاري
 5بـا حجـم      nmol/animal/day 5/2دارو هر روز با دوز      . شوند

 كانول گذاري ابتـدا حيوانـات را بـا          براي. شدميكروليتر تزريق مي  
 .گرفتندروش فوق بيهوش كرده و در دستگاه استريوتاكس قرار مي         

 mm 6/3،  ]18[جايگاه كانول با توجه به مشخصات اطلس مـوش          
 mm 2/2 جانبي نسبت به لامبدا و با عمق        mm 1/1جلوي لامبدا،   

و كـانول   شـده   ه جمجمه توسط دريل سوراخ      نسبت به دورا بود ك    
در بطن راست گذاشته  mm1 با عمق مورد نظر با مشخصات فوق 

 حيوانات با توجـه  .شدو توسط سيمان دندان پزشكي ثابت مي  شده  
- دارو را از طريق كانول داخل بطني روزانه دريافت مي،تكلوبه پر

 002/0(حلال دارو سـالين بـا درصـد بـسيار نـاچيز             ]. 19[كردند  
  .بود DMSO )درصد
  هاي آزمايشيگروه

دميليناسـيون و   ( بررسـي عملكـرد ميليناسـيون        :1مطالعه  
و عوامل مداخله در حيوان زنده بـا اسـتفاده از ثبـت             ) رميليناسيون

 گروه آزمايشي داشـتيم     12در اين مطالعه    . VEPالكتروفزيولوژيك  
اناتي بودند  ، حيو )كنترل( گروه اول    3). باشدمي n ≤6 در هر گروه  (

صـورت   ميكروليتر سـالين بـه     5 ميكروليتر سالين به كياسما و       1كه  
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 پـس از    14 و   7،  3كردنـد و در روزهـاي       داخل بطني دريافت مي   
 1كـه  بودنـد   گـروه بعـدي حيوانـاتي    3. شدتزريق ثبت گرفته مي   
شد و در    درصد در كياسماي آنها تزريق مي      1ميكروليتر ليزولستين   

 گـروه بعـد   3. شد پس از تزريق ثبت گرفته مي     14 و   7،  3روزهاي  
 روزانـه   ،كه علاوه بر تزريق ليزولستين در كياسـما       بودند  حيواناتي  
 بـا  nmol/animal/day 5/2 را با دوز PKC (GO6976)مهارگر
 پـس از    14 و   7،  3 ميكروليتر دريافت كرده و در روزهـاي         5حجم  

 در حيوانـات     گروه شم كه   3در نهايت    و. شدتزريق ثبت گرفته مي   
-اين گروه سوزن تزريق را تا كياسما برده ولي تزريقي صورت نمي

شـد كـه     پس از آن ثبت گرفته مي      14 و   7،  3گرفت و در روزهاي     
  . اين گروه براي بررسي اثر آسيب ناشي از سوزن انجام شد

بـا  ) دميليناسيون و رميليناسيون  ( بررسي ميزان ميليناسيون     :2مطالعه  
 Luxol Fastرنـگ آميـزي  (لعـات بافـت شناسـي    استفاده از مطا

Blue (  گـروه آزمايـشي داشـتيم      7كه در اين مطالعه     بود  )   در هـر
 ميكروليتر ليزولستين   1 گروه از حيوانات     3در  ). باشدمي n ≤3گروه

 پـس از    14 و   7،  3 در كياسماي تزريق شد و در روزهاي         درصد 1
 گروه  3. ديدتزريق، نمونه بافتي جهت رنگ آميزي ميلين خارج گر        

ديگر حيواناتي بودند كه علاوه بـر تزريـق ليزولـستين در كياسـما              
 nmol/animal/dayرا با دوز  PKC  (GO6976)روزانه مهارگر 

صورت داخل بطني دريافت كرده و در       ه ميكروليتر ب  5 با حجم    5/2
 پس از تزريق، نمونه بافتي جهت رنگ آميـزي          14 و   7،  3روزهاي  

ي بررسي اثر تزريق حلال ليزولسيتين در گروه        برا. ميلين خارج شد  
 ميكروليتر سالين به    5 ميكروليتر سالين به كياسما و       1) سالين(هفتم  

اين روز  ( پس از تزريق     7صورت داخل بطني تزريق شد و در روز       
معادل زمان حداكثر دميليناسيون در گروه دريافت كننده ليزولسيتين         

با توجه  . شديلين خارج مي  ، نمونه بافتي جهت رنگ آميزي م      )است
به عدم بروز دميليناسيون در اين روز، احتمال دميليناسيون ناشي از           

  .  بررسي نشد14 و 3تزريق سالين در روزهاي 
  پردازش بافت مغزي

ي مختلف در روزهاي مـورد      هاي آزمايش ها در گروه  موش
تزريـق داخـل صـفاقي       بـا )  روز پـس از تزريـق      14 و   7،  3(نظر  

و  طور عمقـي بيهـوش شـدند      هي كتامين و زايلازين ب    دوزهاي بالا 
 ml 25در ابتـدا    . عمل پرفيوژن از طريق بطن چپ قلب انجام شـد         

 به بطـن چـپ حيـوان        :4/7pH مولار با    PBS (1/0(بافر فسفات   
و پس از خارج شدن تمامي خون موجود در عـروق از            شده  تزريق  

رصـد در    د 4 محلـول پارافرمالدهيـد      ml 50دهليز راست، ميـزان     
 به منظور تثبيت اوليه بافت از       :4/7pH مولار با    PBS  1/0محلول  

 سپس مغز ،شدطريق بطن چپ وارد دستگاه گردش خون حيوان مي  
، بافت در بهتر براي فيكس شدن. گرديدحيوان از جمجمه خارج مي  

 قرار  Cº4مدت يك شب در دماي       درصد به  4محلول پارافرمالدهيد   
پس . ز در فرايند پردازش بافتي قرار گرفت       سپس بافت مغ   ،داده شد 

 درصـد هـر كـدام يـك     100 تا 50هاي از آب گيري با سري الكل    
-6ها بين   ، نمونه ) دقيقه 45 بار   2( ساعت و شفاف سازي با زايلول       

- انكوبه شده و در انتهـا بلـوك  Cº 60 ساعت در پارافين با دماي      3

. آمـاده گرديـد   و جهت برش گيري     شده  هاي پارافيني از مغز تهيه      
 ميكـرون از    6هاي كرونال به صورت سريال و بـه ضـخامت           برش

 هايي كـه از   و روي لام  گرديده  ناحيه كياسما و اعصاب بينايي تهيه       
  . ندقبل با چسب پلي لايزين آغشته شده بود، قرار داده شد

رنگ آميزي دوگانه اختصاصي ميلين توسط لوگول فست بلو         
  )Cresyl Fast Violet(و كرزيل فست ويوله 
 برش كرونال تهيه شده از كياسماي هر حيوان بيست و يك

براي شفاف سازي و حذف پارافين      . جهت رنگ آميزي انتخاب شد    
 ـ         10مدت  بهها  نمونه  و  ه دقيقه، سه بار در محلول زايلول قـرار گرفت

 95سپس مرحله آب دهي بافتي كه شامل عبـور از الكـل مطلـق و      
ها در محلول از قبـل آمـاده        آنو سپس     دقيقه بود  5درصد به مدت    

حل شـده  ) British drug house, UK( درصد LFB 1/0شده 
 Cº ساعت در حمام بافتي بـا دمـاي          3 درصد به مدت     95در الكل   

 دقيقه و   10 درصد به مدت     95 پس از آن در الكل       . قرار گرفتند  60
 ـ ثانيه در ليتيوم بي    20براي كنتراست مناسب آنها را در حد         ات كربن

 درصـد   70 چند بـار در الكـل        دنبال آن  درصد قرار داده و به     05/0
 CFVبعـد از شستـشو بـا آب مقطـر آنهـا در              ]. 20 [قرار گرفتنـد  

)Merck, Germany (1/0 شـده   دقيقه گذاشته 3 درصد به مدت
 95 دوبـار در الكـل      ،ها با آب مقطـر    نمونهاز شست و شوي     و بعد   

س از شفاف سازي نهايي      درصد آب گيري كرده و پ      100درصد و   
 در نهايـت    .گيرندمي دقيقه قرار    10 مدت به بافتي در زايلول دو بار    

 لامروي ) Merck, Germany(با استفاده از چسب انتالن ها نمونه
  .شوندثابت مي

  ها و آناليز تصاويرتهيه تصوير از لام نمونه
هــاي ســريال از  نقطــه مــشخص از بــرش21تــصاوير از 

 ميكرون جلوي برگما تـا      120در محدوده تقريبي    (ي  كياسماي بيناي 
 Olympus توسط ميكروسكوپ نـوري   )  ميكرون پشت برگما   980
وسـعت  .  تهيـه و آنـاليز شـد   DP50 و دوربين مدل  AX70مدل

گيـري و كمـي    اندازهImage Jدميليناسيون با استفاده از نرم افزار 
ح ناحيـه  شد و در هر تصوير نسبت وسعت ناحيه دميلينه به كل سط          

دسـت  هاي به داده]. 21،20[اندازه گيري گرديد    ) كياسما(مورد نظر   
 دست آمده بود و در       نقطه به  21آمده از هر حيوان ميانگيني از كل        

  .)n= 3( حيوان تكرار شد 3هر گروه آزمايشي حداقل 
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   )VEP(ثبت الكتروفيزيولوژيك پتانسيل برانگيخته بينايي 
هاي حاصـل از فعاليـت      يگنالاستفاده از ميانگين گيري س    

 VEP .آيـد دست مـي الكتروانسفالوگرافيك ثبت شده از جمجمه به   
تواند اطلاعات مهم تشخيـصي در مـورد يكپـارچگي عملكـرد            مي

هايي مراحل جراحي و الكترود گذاري مشابه روش      . بينايي تهيه كند  
 طور خلاصـه، حيـوان    هب]. 22،23[است كه قبلا توصيف شده است       

و سر حيوان در دسـتگاه اسـتريوتاكس        شده  بالا بيهوش   طبق روش   
 يك الكترود تـك قطبـي از        VEPبراي تسهيل ثبت    . شودثابت مي 

د وش ـدر ناحيه پس سري جمجمه كاشته مي      زنگ نزن   جنس استيل   
)A: 0, L: ±3mm (    در انتهـاي قـدامي   ]. 18[نـسبت بـه لامبـدا

ط سـيمان    و الكترودها توس   هشد گذاشته   مرجعجمجمه هم الكترود    
براي ثبـت ابتـدا حيـوان        .ندشودندان پزشكي در جمجمه ثابت مي     

 دقيقه قرار داده    10حركت شده را در يك جعبه تاريك به مدت          بي
كـه  ) فلـش (تا با تاريكي سازش پيدا كند و سپس محـرك نـوري             

) SMP-3100, Nihon Kohden(توسط دستگاه مولد تحريـك  
 بـه هـر     º45 با زاويه تابش     ،شد توليد مي  Hz 1 بار با فركانس     300

.  بـود  lx40 طور تقريبي شدت نور به  . شددو چشم حيوان تابيده مي    
 و  30پاسخ هاي ده هزار برابر تقويت شده، با فيلتـر بـالا و پـايين                

شـد   با آمپلي فـاير بيـوفيزيكي تنظـيم مـي          )به ترتيب ( هرتز   08/0
)AVB-10, Nihon Kohden( . امــواج تقويــت شــده ســپس

و توسـط نـرم   ) DAT-1100, Nihon Kohden (هشدميانگيري 
در هر ثبت، تـاخير بـين محـرك    . ندشد آناليز مي Biochartافزار

-P(كـرديم   گيري مـي  نوري و اولين موج مثبت و يا منفي را اندازه         

Latency(.  
  آناليز آماري

ها در آزمايشات بافـت شناسـي و ثبـت          تفاوت ميان گروه  
VEP    توسط آزمون ANOVA   مون   و پس آزTukey    با نرم افزار 

GraphPad prism 5 داده هـا در هـر   .  مورد بررسي قرار گرفت
 اسـت   Mean±SEMوني كه نـشان دهنـده       تصورت س ه  نمودار ب 

  .دار تلقي شداز لحاظ آماري معني>P 05/0 ارائه شده و
  

  نتايج 
ارزيــابي بافــت شناســي از دميليناســيون القــا شــده توســط 

 زمايشي مختلفهاي آليزولسيتين در گروه

مطالعه با رنگ كوماسي بلـو جهـت تاييـد محـل تزريـق              
كياسما نشان داد كه، تزريق به كياسما بدون انتشار به سـاختارهاي            

هـا  داده(اطراف و مايع مغزي نخاعي دور آن صورت پذيرفته است           
دست آمده از رنـگ آميـزي ميلـين         نتايج به  ). است نشان داده نشده  

اده است كه ليزولسيتين قادر بوده است در  مقاطع سريال مغز نشان د    

 محـل  ،چنـين هـم . منتشر شـود   µm 1200-800اي به طول ناحيه
 جلـوي لامبـدا و بـا        mm 9/3تزريق طبق اطلس مغز موش حدود       

 مقطـع   بيـست و يـك    ]. 18[ نسبت بـه دورا بـود        mm 75/5عمق  
كرونال با فواصل برابر براي آناليز كمي دميليناسيون القـا شـده بـا              
ليزولسيتين و ترميم حاصل از آن در حضور و عدم حضور مهـارگر             

PKC  پـس  14 و7، 3 وسعت دميليناسيون در روزهاي  . انتخاب شد 
تعداد حيوانات در هـر گـروه       (بررسي و آناليز شد      LPCاز تزريق   

دميليناسيون در كياسما و عصب بينايي گروهـي        ). بودسر   3حداقل  
آنـاليز  ). A-1 شـكل (ده نـشد    كه سالين دريافت كرده بودند مشاه     

 نـشان   LPCمقاطع مغزي براي تعيين وسعت دميليناسيون در گروه         
 پس از تزريق مشاهده 7داد كه حداكثر وسعت دميليناسيون در روز    

ــي ــم ــكل (د وش ــعت  14در روز ). B-1ش ــق وس ــس از تزري  پ
  قابل توجهي كاهش يافت و اين پديده در شكل         رطوهدميليناسيون ب 

 مهـارگر   ي كـه  در حيوانـات  .  قابل مشاهده است   B ، بخش 1 شماره
PKC          و  3 را دريافت كرده بودند، دميليناسيون خفيفي در روزهاي 

 مشاهده شد كه به صورت چشمگيري در مقايسه با گـروه هـاي              7
ــود و در روز   ــه ب ــاهش يافت ــسيتين ك ــروه 14ليزول ــين گ  در هم

 هـا دادهآناليز   ).C-1 شماره   شكل(دميليناسيون قابل تشخيص نبود     
 پـس   14 و   7،  3كاهش قابل توجهي در وسعت آسيب در روزهاي         

در .  را نـشان داد PKCاز تزريق در گروه دريافت كننـده مهـارگر     
 گروه ليزولسيتين، كه بيشترين وسعت دميليناسـيون        7مقايسه با روز    

 PKCرا داشت، ميزان كاهش وسعت آسيب در گروهي كه مهارگر           
 14 و   7 و در روزهـاي      >05/0P  با 3ز  را دريافت كرده بود، در رو     

هـاي  تعداد حيوانـات در همـه گـروه       . بودمعني دار     >001/0P با
   ).D-1 شماره شكل( بود 3آزمايشي حداقل 

آن در  از  ارزيابي دميليناسيون القا شده با ليزولسيتين و تـرميم بعـد            
   VEPهاي مختلف با تكنيك گروه

 ـ        مي VEPثبت   سيرهاي تواند جهـت بررسـي عملكـرد م
حتي قشر بينـايي مـورد       اعصاب و كياسماي بينايي و    : بينايي شامل 

در اين مطالعه براي ارزيـابي عملكـردي ميـزان          . استفاده قرار گيرد  
  A-2شـكل   .  ثبت و آنـاليز شـد      VEP ،دميلناسيون و رميليناسيون  

با اجزاي  همراه  اي از موج ثبت شده در حيوانات گروه كنترل          نمونه
 ثبـت شـده از قـشر پـس      VEPاجزاي امواج   . دهدنشان مي را  آن  

باشـد، اجـزاي    مـي P1-N1،P2-N2 ،P3-N3: سري موش شامل
P1-N1 گيري هدايت موج در اندازه براي وبوده  داراي ثبات بيشتر

 به عنـوان    P1 در اينجا تاخير موج      .سيستم بينايي قابل اعتماد است    
 ـ . ه شد شاخص هدايت سيستم بينايي در نظر گرفت       سه گـروه   در مقاي

 ليزولسيتين، بيشترين افزايش در زمان تاخير موج        هايكنترل با گروه  
P    001/0( پس از تزريق بود      7 در روزP<(،   هايي كـه    اما در گروه
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 3 در روزهاي    P را دريافت كرده بودند، تاخير موج        PKCمهارگر  
 به طور معني داري نسبت به گـروه هـاي ليزولـسيتين كـاهش               7و  

جهت بررسـي اثـر      ).3 شماره   شكل) (>01/0P و >05/0P (يافت

هـاي  ، ثبت در روزهاي مختلف گـروه      VEPجراحي بر روي ثبت     
هـا  شم و سالم انجام شد كه تغييرات معني داري بـين ايـن گـروه              

  . نمايش داده شده است4  شمارهها در شكلداده. مشاهده نشد
  

  
  

 مقطـع  -A. هـاي و زمـان هـاي متفـاوت    ع سريال تهيه شده از مغز حيوانات در گروهدر مقاط) LFB ( رنگ آميزي لوگزول فست بلو   -1شكل شماره   
 7،  3هاي ليزولسيتين در زمان هـاي        مقطع كياسما در گروه    -B. شوددميليناسيون نمي در اين حيوانات     . است كياسما در حيواني كه سالين دريافت كرده      

 را همزمـان بـا القـاي دميليناسـيون       PKCهايي كـه مهـارگر      در گروه  پس از تزريق     14 و   7،  3در روزهاي   مقطع كياسما    -C.  روز پس از تزريق    14و  
تعـداد حيوانـات   . دهدهاي مختلف را نشان مي اين گراف مقايسه بين گروه-D).  ميكرومتر است200ها  در همه عكسScale bar(دريافت كرده اند 

و ميزان وسعت دميليناسيون در آن به صورت ميانگين اين مقاطع بيان شد كه              گرديده  تخاب   مقطع سريال ان   21در هر حيوان    .  بود 3در هر گروه حداقل     
 به 7 و 3در گروه ليزولسيتين، ميزان دميليناسيون در روز . صورت درصد بيان شده استوسعت ناحيه دميلنه به كل ناحيه كياسما به: در هر مقطع حاصل

همين گـروه در روز   در.  بود7دار بود و حداكثر دميليناسيون در روز       معني) حيوانات تزريق نشده  (ل  نسبت به كنتر  ) >P<  ،01/0***P**001/0(ترتيب  
 دريافت كرده بودند در مقايـسه بـا گـروه    PKCاما گروه هايي كه مهارگر . دار بودمعني$$  >01/0P  با7 كاهش وسعت دميليناسيون نسبت به روز 14

  گـروه ليزولـسيتين كـه        7در مقايسه بـا روز      ). >001/0Pهر دو   (  نشان دادند  7 و   3 دميليناسيون در روزهاي     ليزولسيتين كاهش قابل توجهي در ميزان     
 حاصل Tukey با آزمون P تمام مقادير .)^^^ >001/0P( را كاهش داد 7و  3 وسعت دميليناسيون در روز PKCبيشترين دميليناسيون را داشت، مهار 

  .دهد ميا نشان رMean±SEMشده است شد و هر ستون 
  

  بحث   
هـا در   امروزه واضح است كـه آسـيب آكـسوني نـورون          

هـاي  هاي حيواني آن يكـي از دلايـل نـاتواني          و مدل  MSبيماري  
دهند كه با   يافته هاي اخير نشان مي    . كلينيكي ناشي از بيماري است    
شـود از   هاي ميليني در محـيط، مـي      خنثي سازي فعاليت مهاركننده   

مـسير  ]. 2[گيري و يا ترميم آنها را تسريع كرد         آسيب آكسوني جلو  
بينايي موش يك مدل عالي جهت مطالعات عملكردي، بيوشـيميايي       

در ايـن   ]. 24[كنـد   را ايجـاد مـي    ) گليوژنز و ميلينـوژنز   (و سلولي   
جهت مهم بودن آن در مسير بينايي       مطالعه كياسماي بينايي موش به    

، جهت القاي مدل MSي و همچنين درگير بودن اين ناحيه در بيمار   
 يك روش   VEP. گرديدموضعي دميليناسيون با ليزولسيتين انتخاب      

در دسترس و غير تهاجمي است كه براي ارزيـابي سيـستم بينـايي              
 بـزاي تـشخيص     VEPفاده كلينيكي از    تاس]. 25[قابل اعتماد است    

عـلاوه ايـن    به. خوبي پايه گذاري شده است    هاي بينايي به  پاتولوژي
عنوان يك روش حساس براي تعيـين تغييـرات اوليـه در            هتكنيك ب 

 تاييد شده است و يك      MSهاي دميليناسيون يا    مسير بينايي در مدل   
  ]. 26[روش مناسب براي بررسي سيستم بينايي در انسان است 

D 
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لم با شرح جزئيات، طبق قرار داد اولين مـوج           يك ثبت نمونه از حيوان سا      -A. هاي مختلف آزمايشي   در گروه  VEPهاي   مقايسه ثبت  -2شكل شماره   
در اينجا فاصله بين تحريـك و       . شوند مي ي ناميده مي شود و باقي موج ها هم به ترتيب با تغيير اعداد نام گذار               P1 و اولين موج پايين رو،     N1بالا رو،   

 بـا  Pروز پس از تزريق است كه بـه لحـاظ تـاخير مـوج      7 نمونه يك ثبت در گروه سالين      -B. گرديدعنوان شاخص هدايت اندازه گيري       به P1موج  
 نسبت به   7دهد، بيشترين تاخير در روز       در روزهاي مختلف پس از تزريق ليزولسيتين را نشان مي          VEPهاي   نمونه ثبت  -C. موش سالم تفاوتي ندارد   

 در روزهاي مختلـف     VEPهاي  نمونه ثبت  -D. دهندي را نشان م   ms و محور افقي زمان با واحد        µVمحور عمودي دامنه با واحد      . بقيه واضح است  
كاهش قابل توجـه ميـزان      . دهدازاي هر حيوان را نشان مي      نانومول به  5/2روزانه با دوز    ) PKC) GÖ6976گر   مهار همراهبهپس از تزريق ليزولسيتين     

 .  در همه روزها مشهود استPتاخير موج 
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 سـتون هـر   . VEPبت  هاي مختلف در ث    مقايسه گروه  -3شكل شماره   

ميـزان  .  بـود  6 ثبت است و تعداد حيوانات در هر گـروه           300ميانگين  
در . عنوان شاخص هدايت عصبي انـدازه گيـري شـد         ه   ب Pتاخير موج   

گروه ليزولسيتين، در روزهاي مختلف پس از تزريق در مقايسه با ثبت            
در  Pتـاخير مـوج   .  افزايش يافته بود P، ميزان تاخير موج     )كنترل(پايه  

نـسبت بـه    ) ^^^ >001/0P و >P^^01/0( به ترتيب بـا      7 و   3روزهاي  
داري ، در مقايسه با كنترل تغييـر معنـي   14كنترل معني دار بود، اما روز       

 كه بيـشترين تـاخير   7نسبت به  روز اين در حالي است كه     .نشان نداد 
). >P&05/0 ( نشان داد  Pرا داشت، كاهش معني داري در تاخير موج         

 دريافت كرده بودند، در هيچ روزي       PKCهايي كه مهارگر    روهاما در گ  
در مقايسه .  تغييرات معني داري با تاخير كنترل نشان ندادpتاخير موج 

، ميـزان كـاهش تـاخير       PKC گـروه    3 گروه ليزولسيتين با روز      3روز  
 7دار بـود، همچنـين در مقايـسه روزهـاي            معنـي  >P*05/0  با Pموج  

تمــام ). >P**01/0 ( مــشاهده شــدPKC دار در گــروهكــاهش معنــي
 حاصـل شـده اسـت شـد و هـر سـتون       Tukey بـا آزمـون      Pمقادير  

Mean±SEMرا نشان  داده است .  
  

  
هـاي شـم و سـالم در         در ايـن شـكل مقايـسه گـروه         -4شكل شماره   

براي اطمينان از صحت ثبـت و       . روزهاي مختلف نشان داده شده است     
 اين مقايسه انجام شد كه      ،در ثبت  جراحي و تزريق     فرآيندعدم مداخله   

 بـين   pداري در ميـزان تـاخير مـوج         در اين مقايسه هيچ اختلاف معني     
 ـتزر از قبل ثبت به مربوط كنترل ريتاخ زانيم. ها مشاهده نشد  گروه  قي
  . را نشان داده استMean±SEMهر ستون  .است

ر طوهليزولسيتين براي القاي دميليناسيون موضعي انتخاب شد، زيرا ب      
هاي ميلينه كننده و آسـيب بـه ميلـين          اختصاصي باعث مرگ سلول   

هـا مثـل آستروسـيت هـا و آسـيب           شود و از مرگ ساير سلول     مي
ليزولسيتين در مطالعات گذشته نيز     ]. 27[كند  آكسوني جلوگيري مي  

 نظيـر   CNSجهت القاي دميليناسيون موضعي در نـواحي مختلـف          
، كورپـوس كـالوزوم     ]28[، پايك تحتاني مخچـه      ]7[طناب نخاعي   

ارزيابي است براي   استفاده شده   ] 29[و همچنين عصب بينايي     ] 17[
دنبـال آن تـرميم احتمـالي از رنـگ آميـزي            دميليناسيون بافتي و به   

اگرچـه در  . گرديـد  استفاده Luxol Fast Blueاختصاصي ميلين 
دهد اما اغلب    رميليناسيون به دنبال دميليناسيون رخ مي      MSبيماري  

با توجـه بـه     . خورددلايلي كه هنوز ناشناخته است، شكست مي      به  
زاد و  هاي بنيـادين درون    توسط سلول  CNSاين كه ترميم ميلين در      

شود، شكست تمايز گري ميپيش سازهاي اوليگودندروسيتي ميانجي
OPC  هاي ميلينه كننده بالغ يكي از دلايـل شكـست در           ها به سلول

- نشان داده شده است كه پروتيين      چنينهم]. 13[رميليناسيون است   

ها حـين دميليناسـيون در      ها شده از ميلين و اليگودندروسيت     هاي ر 
 OPCتوانند يك اثر مهار كننده قـوي روي تمـايز           محل آسيب مي  

اند كه مهار وابسته    از طرفي ساير مطالعات نشان داده     ]. 30. [بگذارند
ربوط به آن و  و كيناز مRho A با سيگنالينگ OPCبه ميلين تمايز 

 و همچنـين مهـار      .]13[شـود   گري مـي   ميانجي Cين كيناز   ئيا پروت 
تواند فراينـد تـرميم عـصبي و ميلـين را        مي PKCفارماكولوژيكي  

هدف اصلي اين مطالعه بررسـي اثـر مهـاري           ].1،13[ افزايش دهد 
PKC            روي فرايند ترميم ميلين در مدل موضعي دميليناسـيون القـا 

در اين مطالعـه    چنين  هم .بوددر كياسماي بينايي     شده با ليزولسيتين  
 توسط مطالعات بافـت شناسـي تاييـد         VEP نتايج حاصل از ثبت   

نتايج نشان داد كه وسعت دميليناسيون در گروه ليزولـسيتين          . شدند
 14 پس از تزريق حداكثر بود و با گذشت زمـان در روز              7در روز   

گزارش كردند  و همكارانش Woodrufدر اين زمينه . كاهش يافت
كه بيشترين دميليناسيون در مدل حيواني موش صحرايي در پايـك           

 پس از تزريق ليزولـسيتين بـوده اسـت          14تحتاني مخچه در  روز      
 در Pنيز بيشترين تـاخير مـوج   VEP  در همين گروه در ثبت]. 16[

 پس از تزريق ليزولسيتين بوده كه در طول زمان ايـن تـاخير         7روز  
 پس از تزريق ميزان تاخير موج 14عني در روز   ي  است؛ كاهش يافته 

P توانـد   كاهش يافته و ايـن مـي      7داري نسبت به روز      معني زطر به
پـس همزمـان بـا افـزايش        . هاي بافت شناسي باشد   تاييدي بر داده  

رسد ميـزان    كه به حداكثر ميزان خود مي      7 تا   3دميليناسيون از روز    
با كـاهش  . يابد مي افزايش VEP در تست عملكردي     Pتاخير موج   

 در داده هاي بافت شناسـي، ميـزان         14وسعت دميليناسيون در روز     
تواند تاييدي بر   كه اين موضوع مي    يابد نيز كاهش مي   P تاخير موج 
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اما در گروهي از حيوانات كه      . ترميم ميلين در اين بازه زماني باشد      
وتيين علاوه بر القاء دميليناسيون با ليزولسيتين همزمان مهـارگر پـر          

 14 و 7، 3ترتيب در روزهاي  را نيز دريافت كرده بودند، بهCكيناز  
اي در ميزان دميليناسـيون اتفـاق       پس از تزريق كاهش قابل ملاحظه     

 بـسيار   14ه در روز    كه ميزان دميليناسيون القـاء شـد      طوري به ؛افتاد
 نيز ميزان تاخير مـوج      VEPهاي  همين ترتيب در داده   به. ناچيز بود 

P به ؛ي نشان داد  هاي ليزولسيتين كاهش قابل توجه    ت به گروه   نسب -

 كه بيشترين تاخير 7گروه ليزولسيتين در روز     كه در مقايسه با   نحوي
هـايي كـه مهـارگر       گروه 14 و   7،  3 را داشت، روزهاي     Pدر موج   

PKC      داري در تاخير مـوج       را دريافت كرده بودند، كاهش معنيP 
همچنين . اييد بافت شناسي همراه است    ها با ت  نشان داد كه اين داده    

 براي حذف اثرات جراحي و الكتـرود گـذاري          VEPهاي  در داده 
گونـه  روي ثبت، گروه حيوانات سالم با شم مقايسه شدند كه هـيچ           

 پس از جراحي گـروه     14 و   7،  3تغييرات معيني داري بين روزهاي      
بـل  ها، قا يافت نشد و اين داده     VEPشم و حيوانات سالم در ثبت       

در تاييد نتايج حاصل    . كند را تاييد مي   VEPهاي  اعتماد بودن داده  
 و همكاران با مهار فارماكولوژيك      Sivasankaranاز اين مطالعه،    

PKC  گزارش كردنـد كـه ميـزان        هاي درون و برون تني     در محيط 
 اثر  PKCيابد و همچنين مهار     ترميم عصب آسيب ديده افزايش مي     

 و همكـاران بـا   Baerاز طرفي ]. 1[دهد مهاري ميلين را كاهش مي    
هاي  داده PKC و همچنين مهار فارماكولوژيك      PKCمهار بيان ژن    

. هاي مـا باشـد    تواند تاييدي بر داده   جالبي را گزارش كردند كه مي     
 نـشان دادنـد كـه تمـايز         PKCاين گروه با مهار مسير سيگنالينگ       

OPC   بنـابراين  . بـد ياهاي ميلين ساز بالغ افـزايش مـي        ها به سلول
PKC گرهـاي مهـاري كليـدي در ميلـين         ميانجي تواند يكي از   مي

-هاي ميليني مي   زيرا فعال شدن آن در مسير مهاركننده       ،سازي باشد 

همچنـين آنهـا بـا مهـار مـسير          . ها را مهار كند    OPCتواند تمايز   
 و كيناز مربوط به آن كه از افكتورهاي گيرنـده  Rho Aسيگنالينگ 

Nogo) NgR (يعنـي ميـزان     ؛ گزارش كردند  يت، نتايج مشابه  اس 
 ها افزايش يافت و همچنين رشـد نوريـت عـصبي در      OPCتمايز  

  و Karnezis]. 13،1[هاي ميليني افزايش يافـت      حضور مهار كننده  
هاي مهـاري  نئي، يكي از پروت  NOGOهمكاران با مهار سيگنالينگ     

ي ، گزارش كردنـد كـه از آسـيب آكـسون          MSميلين در مدل هاي     
هاي با توجه به يافته   ]. 2[يابد  و ترميم آن افزايش مي    كرده  پيشگيري  

توان نتيجه گيري كرد كه در مدل موضعي دميليناسـيون در           فوق مي 
توانـد فراينـد تـرميم ميلـين را          مي PKCكياسماي بينايي نيز مهار     

شدت گروه ليزولسيتين جلوگيري    تسريع كند و يا از ايجاد آسيب به       
دهند صورت بافت شناسي و عملكردي نشان مي      هي ما ب  هاداده. كند

اند  را دريافت كرده   PKCهايي كه مهارگر    كه فرايند ترميم در گروه    
-هاي فوق مـي   طور قابل توجهي افزايش يافته و با توجه به يافته         به

 هاي حاضـر در محـل آسـيب يـا           OPCتوان نتيجه گرفت، تمايز     
هاي جانبي به محـل   بطن مهاجرت كرده از مخازن اطراف و يا حتي       

البتـه مـا در      .دهدآسيب افزايش يافته و ترميم ميلين را افزايش مي        
- مـي  PKCاين مدل آسيب آكسوني نداشتيم ولي به هر حال مهار           

 در مـسير    PKC. تواند فرايند ترميم آكسوني را هم افـزايش دهـد         
 فعال شده و حتي فعـال شـدن آن بـراي بـه راه               NgRفعال شدن   
با توجه به ايـن كـه       .  ضروري است  NgRر سيگنالينگ   افتادن مسي 

 ،كننـد عمل مي  NgRاكثر مهار كننده هاي ميليني از طريق گيرنده         
، مهار مهار ميلين و     PKCرسد كه با مهار     بنابراين منطقي به نظر مي    
دهنـد  هاي ديگر نشان مـي    يافته]. 2،1،13[اجزاي آن را شاهد باشيم      

ها در فرايند تـرميم  ار آستروسيتتواند روي رفت مي PKCكه مهار
 ولي در مورد وقايع مولكولي آن اطلاعات زيادي         ،ميلين اثر بگذارد  
شواهدي دال بر فعال شدن ميكروگلياها در مـسير         . در دست نيست  

 Rho A و PKC وجود دارد و اين به نقش مثبت  Rhoسيگنالينگ
هـا و   كند كه بـا فعـال كـردن ميكروگليا        در فرايند ترميم دلالت مي    

 ولـي آثـار     ،دهدنفع رميليناسيون تغيير مي   ها محيط را به   آستروسيت
مهاري آنها بيشتر بوده بنابراين با مهار آنها افزايش فرايند تـرميم را             

  ].13[شاهد هستيم 
  

 نتيجه گيري 
تواند حتي   مي PKCد كه مهار    نكنهاي ما پيشنهاد مي   يافته

باشد، زيرا با ايـن ترتيـب       دنبال دميليناسيون مفيد    هبه صورت حاد ب   
هاي رها شده از عصب كه هنوز توسط سيـستم          اثرات مهاري ميلين  

گليايي در محيط تميز نشده و نقـش مهمـي در مهـار رميليناسـيون          
 براي تحقيقات   تواند يك راه  هاي اخير مي  داده. يابددارد، كاهش مي  

 در مهـاجرت و     PKCحـذف فارمـاكولوژيكي      بيشتر در زمينه اثر   
هاي بنيادين مغزي علاوه بر فراينـد تمـايز          ها و سلول   OPCر  تكثي

 بـاز كنـد و      MSهاي حيواني و حتي كلينيكـي نظيـر         آنها در مدل  
  .تواند هدف خوبي براي طراحي دارو باشدميهمچنين 

  
  تشكر و قدرداني

اين پژوهش با حمايت دانشگاه تربيـت مـدرس و شـبكه            
هـاي آقـاي اميـر      كمكاز  . تحقيقات علوم اعصاب ايران انجام شد     

عمـل  بهشجاعي در انجام بخش الكتروفيزيولوژي اين كار قدرداني         
  .   آيدمي
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