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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating disease. In the present study, we 

investigated the response of subventricular zone (SVZ) adult stem cells in the experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE), an animal model of MS, and also the differentiation fate of these stem cells.

Methods: Mice were immunized with MOG peptide emulsified in complete Freund's adjuvant (CFA) and pertussis 

toxin (PT). Control mice received CFA and PT. To study SVZ stem cells migration, mice received seven i.p. injections 

of BrdU at 2-h intervals on the day before EAE induction. Demyelination was studied using specific staining with luxol 

fast blue. The number of BrdU+ cells in SVZ and olfactory bulb (OB) was counted using immunohistochemical 

staining. To understand the fate of the stem cells, NG2 marker was used to detect oligodendrocyte precursors.

Results: Lumbar spinal cord of EAE animals showed significant demyelination and the volume of demyelinated 

areas was increased on days 14 to 21 post lesion. In the EAE group, more Brdu+ cells were observed in the OB 

compared to the SVZ. The number of Brdu+/NG2
+ cells in OB was significantly increased after EAE induction.

Conclusion: The demyelinating context of EAE promotes the migration of SVZ stem cells to the OB. These cells 

mostly differentiate to oligodendrocyte precursors and may contribute to myelin repair.
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پاسخ  سلول هاي بنیادي درونزاد ناحیه زیر بطنی مغز موش به القاي مدل

EAE  بیماري ام اس 

  1، سعید سمنانیان2، حسین بهاروند*1، محمد جوان1شیوا خضري
  دانشگاه تربیت مدرس، تهرانروه فیزیولوژي، دانشکده علوم پزشکی،گ. 1

  ه رویان، تهرانگا، پژوهشو زیست شناسی تکوینی گروه سلول هاي بنیادي. 2

  89 اسفند 18: پذیرش    89دي  1: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  هچکید

 EAEالقـاي  در پاسـخ بـه   SVZ (Subventricular Zone)در ایـن مطالعـه رفتـار سـلول هـاي      . اسـت  CNSام اس بیماري التهابی دمیلینـه کننـده مـزمن    : مقدمه

(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis) )   جـدادي  بررسـی و سرنوشـت ایـن سـلول هـا از نظـر تمـایز بـه سـلول هـاي ا           )مـدل حیـوانی بیمـاري ام اس

  .اولیگودندروسیتی مطالعه شده است

مخلوط و به صورت زیر جلـدي   CFA (complete freund´s adjuvant)باEAE ،(Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) MOGبراي القا  :روش ها 

را   PTو   CFAموشهاي گروه کنترل فقط.تزریق شد.i.pبصورت ) PT:pertusis toxin  (ساعت بعد از آن، سم سیاه سرفه  48همزمان با تزریق اول و . به موشها تزریق شد

در آزمایشات هیسـتولوژي بـراي مطالعـه    . استفاده شد EAEساعت در روز قبل از القا  2به فواصل  Brduبار تزریق  7از  SVZبراي مطالعه سرنوشت سلول هاي . دریافت کردند

. شمارش شد (OB)و پیاز بویایی  SVZدر برشهاي ساجیتال نواحی  +Brduایمونوهیستوشیمی تعداد سلول هاي  با. اده شداستف Luxol-fast-blueدمیلیناسیون از رنگ آمیزي 

  .بررسی شد) NG2(با کمک مارکر سلول هاي اجدادي اولیگودندروسیتی سرنوشت سلول ها

    EAEدر گـروه  . افـزایش یافـت  )  21تـا   14روز (یه دمیلینه بـا پیشـرفت بیمـاري    باعث ایجاد پلاکهاي دمیلینه در بخش کمري نخاع شد و حجم ناح EAEالقا  :یافته ها

 14افزایش یافت و با پیشرفت بیمـاري از روز   OBدر   +Brdu+/NG2تعداد سلول هاي . رسید OBشدند اما تعداد سلول بیشتري به دیده SVZکمتري در  +Brduسلول هاي

  .ه شدافزود OBبر تعداد این سلول ها در  21تا 

این سلول ها می توانند در شرایط وجود دمیلیناسیون بـه  . می شود OBبه   SVZي بنیادي ازباعث افزایش مهاجرت سلول ها EAEدمیلیناسیون ناشی از  :جه گیريینت

  .سلول هاي ترمیم کننده میلین تبدیل شوند

  

  ، موشEAEمهاجرت سلولی، ناحیه زیر بطنی، سلول هاي بنیادي، مدل  :هاي کلیدي واژه

  *مقدمه

 Multiple Sclerosis)بیمـاري دمیلینـه کننـده    ) اسام

خـود   تظاهراتالتهابی مزمن سیستم عصبی مرکزي است که با 

به دلایل نامشخص سیستم ایمنی تحریـک  . ایمنی همراه است

  

  

 mjavan@modares.ac.ir                         :نویسندة مسئول مکاتبات *

 www.phypha.ir/ppj                                   :   وبگاه مجله

. مـی شـود  فعـال  هاي اختصاصی علیه میلـین   لنفوسیت وشده 

لوژي بیمـاري و تشـدید   ورود این سلول ها به مغز در ایمونوپاتو

شیوع این بیماري در زنان . واکنشهاي التهابی در مغز نقش دارد

سـالگی   40تا  20برابر مردان می باشد و اغلب در سنین  3تا  2

، حرکتـی  مهمترین علائم این بیماري فلـج  .]30[ بروز می کند

 اختلالات بینایی، نقایص شـناختی و غیـره   ی بویژهتخریب حس

  .]21[می باشد 

تنهـا برخـی    پیدا نشده واس تاکنون درمان قطعی براي ام

  1347تأسیس  
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داروها جهت بهبود علایم و کند نمودن سیر بیماري در دسترس 

اولا : اس دو هـدف اصـلی مـد نظـر اسـت     در درمـان ام . است

که براي این منظور ) ل بیماريکنتر(ممانعت از پیشرفت بیماري

ثانیا  .کاهش یابدها استفاده می شود تا میزان التهاب ون از کورت

ترمیم آسیبهاي ایجاد شده با روشهایی مانند سلول درمانی کـه  

 Neuralسلول ها، سـلول هـاي بنیـادي عصـبی    انواع میان  از

Stem Cells (NSCs)   از اهمیت ویژه اي برخوردارند و باعـث

. ]5[شـوند  مـی  تحریک رمیلیناسیون و کاهش آسیب آکسـونی  

در سیسـتم عصـبی    رونزادد شناسایی سلول هاي بنیادي عصبی

راهبردهـاي جدیـدي بـراي تـرمیم      مرکزي انسان و جونـدگان 

  .هاي مغزي ایجاد کرده است آسیب

التهاب حاد که با دمیلیناسیون همراه است اس امدر بیماري

 Oligodendrocyteبـه عنـوان محـرك قـوي بـراي بسـیج       

Precursor Cells) OPCs (سرکوب پاسخهاي . عمل می کند

یـک  شـاید  . می تواند باعث نقص در پدیده ترمیم شـود التهابی 

که با داروهاي ضد  شدابدلیل نقص رمیلیناسیون در بیماران این 

در این شرایط . التهابی مثل کورتیکواستروئیدها درمان می شوند

مانـده و دمیلیناسـیون    تمامالتهاب سرکوب شده، رمیلیناسیون نا

بیعی اجازه مهـاجرت  مغز بالغ در شرایط ط .]11[شود می  مزمن

هاي بنیادي عصبی را نمی دهد، ولـی مغـز   طولانی و بقا سلول

 ها را تحریک می کنـد ملتهب مهاجرت و هماهنگی این سلول

]1[.  

هاي بنیادي عصبی سیستم عصبی از سلول ،در طی تکوین

(NSCs)   که پتانسیل خود تجدیـد شـونده(Self-renewing)   

     هـاي گلیـال را دارنـد، پدیـد     سـلول نـورون و انـواع   و تمایز به 

 NSCsداشـتن   علیـرغم مغز بالغین ساختاري است که . می آید

ایـن محـدودیت   اصـلی  محـدودي دارد و علـت    ترمیمظرفیت 

 ،حضور عوامل مهاري و تشکیل اسکار در محل آسیب می باشد

ولی با این وجود سلول هایی در نواحی مختلف مغز تولیـد مـی   

آسیب عصـبی فعالیـت   . موثر می باشند مترمیبر روند  کهشوند 

NSCs هـا  را تحریک می کند و موجب می شود که این سلول

چنـد تـوانی     (progenitors)تکثیر و به سلول هاي پیش سـاز 

(Multipotent) هاي پیش ساز پس سلول. ]27[ متمایز شوند

از  مهاجرت به محل ضایعه به انواع سلول هاي عصبی متمـایز  

، ناحیـه زیـر بطنـی     NSCsحیـه اصـلی تمرکـز   دو نا. می شوند

(SVZ) Subventricular Zone و منطقــه ســاب گرانــولار 

(SGZ) نـواحی دیگـري همچـون لایـه     . دنهیپوکمپ می باش ـ

مخچه و لایـه اپانـدیمال طنـاب نخـاعی نیـز      ) ژرمینال(زاینده 

هـا بـه   ی توان گفت که این سـلول م .می باشند NSCsداراي 

ژیـک مغـز در تـرمیم سیسـتم عصـبی      عنوان پتانسـیل فیزیولو 

و بـه  و به محل ضایعه مهاجرت می کننـد موثر هستند  مرکزي

بسـته بـه   ( هـا   ها و یا آستروسـیت  اولیگودندروسیت ها، نورون

    متمـایز  ) مـی کنـد   القـا فنوتیپ سلولی خاصی که هـر بیمـاري   

ــواعی از مولکــول . مــی شــوند ــن ســیگنالها شــامل ان هــا و  ای

ــد آزا ــاي رش ــورون فاکتوره ــده از ن ــده،   د ش ــیب دی ــاي آس ه

  .]27 ,19 ,18[ ها و سلول هاي ایمنی هستند آستروسیت

     هر کدام از سـلول هـا پـروتئین هـاي اختصاصـی را بیـان       

از  .قابل استفاده انـد  شناسایی آنهامی کنند که به عنوان مارکر 

 ،nestin سـلول هـاي بنیـادي عصـبی     هاي مورد استفادهمارکر

و سـلول هـاي    NG2ي اولیگودندروسـیتی  سلول هـاي اجـداد  

با اسـتفاده  . را می توان نام برد PSA-NCAMاجدادي نورونی 

سلول هـاي تکثیـر    (BrdU) دي اکسی یوریدین-2برمو-5از 

مغـز بـه    NSCsاز ذخـایر   آنهـا  مهاجرت نشاندار شده و شونده

  .]31 ,27[می گردد نواحی آسیب دیده قابل ردیابی 

مطالعه فرآیندهاي التهابی دمیلینـه   ها جهت انواعی از مدل

 EAEاس وجود دارد که شامل  کننده و نورودژنراتیو بیماري ام

)Experimental Autoimmune Encephalomyelitis( ،

دمیلیناسیون القا شده توسط عفونتهاي ویروسـی مثـل ویـروس    

Theiler     دمیلیناسیون ناشی از تزریـق ترکیبـات سـمی ماننـد ،

و لیزولستین و همچنین دمیلیناسـیون ناشـی از   اتیدیوم بروماید 

  .]11,19[می باشد  Xپرتو 

EAE هاي التهـابی  یک مدل حیوانی براي بررسی شاخص

این مدل بوسیله مواجهه مستقیم . اس استو رفتاري بیماري ام

 Tحیوان با آنتی ژنها و یا بطور غیر فعال با انتقال سلول هـاي  

بـر   Tسـلول هـاي    EAE در مـدل . خاص میلینی القا می شود

    هاي میلینـی فعـال شـده و دمیلیناسـیون را القـا      علیه آنتی ژن

تکثیـر   SVZهـاي   NSCsدر این مدل، . ]16 ,7 ,2[ می کنند

 شده و به ناحیه آسیب مهاجرت می کنند و بیشتر به آستروسیت

 SVZتکثیـر در  . هـا متمـایز مـی شـوند    ها و اولیگودندروسیت

 -سـلول  .]27[تحریک می شود  EGF وTNFα،FGFبوسیله 

 RMS از طریـق تکثیر و در شرایط معمولی  SVZهاي بنیادي 

)Rostral Migratory Stream (به پیاز بویایی )Olfactory 
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Balb(می شـوند  آنهاهاي  مهاجرت می کنند و جانشین نورون 

هـاي حیـوانی کـه     نشان داده شده کـه در مـدل  . ]20 ,13 ,1[

تعداد سـلول   ،مثل صرع، ایسکمی و ترومانارسایی نورونی دارند 

افزایش می یابد و سلول هاي اجدادي نـورونی بـه    SVZهاي 

 محل آسیب رفته و به نورون و آستروسـیت متمـایز مـی شـوند    

هاي حیوانی دمیلیناسیون القا شـده   مدل همچنین در ].26,27[

به سلول هاي  این سلول ها با لیزولستین و دمیلیناسیون التهابی

      هــا متمــایز مــی شــوند و  ل مخصوصــا اولیگودندروســیتگلیــا

ــیون   ــد در رمیلیناس ــی توانن ــند  CNSم ــته باش ــش داش  ,8[ نق

22,27[.  

     شواهد مختلفی نشان می دهـد کـه نـوروژنز در مغـز بـالغ       

می تواند در شـرایط پـاتولوژیکی مختلـف مثـل خـود ایمنـی و       

موش ترانس  مطالعات انجام شده روي. التهاب مغزي تغییر کند

باعث افزایش تعـداد سـلول    EAEژنیک حاکی از آن است که 

برابـر   RMS 4می شود و این افزایش در  RMS و SVZهاي 

SVZ  دیگر کـاهش تکثیـر    هاي ولی بعضی گزارش ]27[است

  .]15[ نشان می دهند SVZاین سلول ها را در 

القـاي   در پاسخ بـه  SVZدر این مطالعه رفتار سلول هاي 

EAE ایجاد دمیلیناسیون و التهاب می کند بررسـی شـده و    که

میـزان  و  OBبـه   SVZمهاجرت سلول هاي بنیادي موجود در 

این سلول ها به سـلول هـاي اجـدادي اولیگودندروسـیتی      تمایز

  .مطالعه شده است

  هاروشومواد

 22-19در محـدوده وزنـی    C57BL/6موشهاي ماده نژاد 

، EAEبـراي القـا   . داري شـدند خری ایرانگرم از انسیتو پاستور 

gµ300 پپتیدMOG 35-55  )GL Biochem, Shanghai (

 µl 100 CFA completeبافر فسـفات سـالین و    µl100در 

freund´s adjuvant)( )Sigma-Aldrich ( مخلوط و بصورت

همزمان با . زیر جلدي در ناحیه پشت به هر موش تزریق گردید

 ng500pertussis toxin، سـاعت بعـد از آن   48تزریق اول و 

Sigma-Aldrich)(PT) ( در حجمµl 200  بافر فسفات سالین

سم سـیاه سـرفه نفوذپـذیري    . بصورت داخل صفاقی تزریق شد

 CFA گـروه کنتـرل   در. سد خونی مغزي را افزایش مـی دهـد  

بیمـاري   ایجـاد و پیشـرفت  . تزریق شدمراحل فوق  طبق PTو

صـفر   بصـورت بیمـاري   شـدت . روزانه مورد بررسی قرار گرفت

فلج شـدن  ( 1 ،)دم توناختلال در (5/0،)عدم ابتلا به بیماري(

ضعف ( 4، )فلج اندامهاي عقبی( 3، )اختلال در راه رفتن( 2 ،)دم

درجه ) مرگ( 5 ،)اندامهاي جلویی همراه با فلج اندام هاي عقبی

  .]27[ بندي شد

 Brduبـار   SVZ، 7سـلول هـاي    مهـاجرت  ي مطالعـه ابر

)mg/kg60( )Sigma-Aldrich (سـاعت و یـک    2اصل وبه ف

تـا   ]27[ تزریق شد بصورت داخل صفاقی EAEروز قبل از القا 

روز  21و  14موشـها  . سلول هاي تکثیر شونده نشان دار شـوند 

با استفاده از ایـن پروتکـل سـلول هـاي     . بعد از القا کشته شدند

مـی باشـند    RMSو  SVZتکثیر شونده مغزي کـه عمـدتا در   

شناسایی سلول هاي نشان دار در نـواحی   .لامت دار می شوندع

و  SVZدلالت بر این دارد که سلول ها از   RMSو SVZبجز 

RMS  منشا گرفته اند.  

 21و  14هاي آزمایشی مختلـف در روزهـاي   حیوانات گروه

روز بعد از القا با تزریق داخل صفاقی کتامین و زایلـوزین بطـور   

پرفیوژن از طریق بطن چـپ قلـب    عمیق بیهوش شدند و عمل

و سـپس بـا   درون رگهـا  براي خارج کردن خـون   PBSابتدا با 

براي تثبیت اولیه بافت مغـز و نخـاع   % PFA) (4 پارافرمالدهید

بافـت   ،براي فیکس شدن بهتـر پس از نمونه برداري . انجام شد

 .قرار داده شد C º4ساعت در دماي  24به مدت % PFA 4 در

ا الکل و شفاف سازي با زایلول، بلوك پارافینی پس از آبگیري ب

      . از بافت مغـز تهیـه شـد و جهـت بـرش گیـري آمـاده گردیـد        

میکرون از مغز کامل  5هاي ساجیتال سریال به ضخامت  برش

هاي کرونال از ناحیـه  میلیمتر از خط وسط و برش 2و تا حدود 

 هـاي از قبـل آغشـته بـه    کمري نخاع تهیه شد و بـر روي لام 

  .]28,12[ چسب پلی لایزین قرار داده شد

 (Luxol Fast Blue)رنگ آمیزي برشهاي نخاع بابراي  

LFB و (Crysel Fast Violet) CFV ،هاي تهیه شده از لام

نخاع پس از شفاف سازي با زایلول و آب دهی با الکـل مطلـق   

سـاعت   3به مـدت  %) 95حل شده در الکل % (LFB 1با % 95

دقیقـه   3بـه مـدت   % CFV 1و سپس با  C º60آبیدر حمام 

حجم ناحیه دمیلینه در هر گروه با نرم افـزار  . رنگ آمیزي شدند

Image j در هر برش نسبت وسعت ناحیه دمیلینه . محاسبه شد

 5برش  16 براي هر نمونه. به کل سطح نخاع اندازه گیري شد

  .]28,12 [ (n≥3)د میکرونی بررسی گردی
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بودند بـراي   OBو  SVZ  یرندهدر بر گهاي مغز که برش

ها با پس از شفاف سازي لام. ایمونوهیستوشیمی انتخاب شدند

، از % 70، %80، %90ها با الکل مطلق، زایلول و آب دهی بافت

HCl 2  استفاده شد) دقیقه 10(و بافر بورات ) دقیقه 60(نرمال .

دقیقـه   15(میلی مولار  10سپس لامها در محلول سیترات بافر 

 2x-SSCدر و  اتـــوکلاو) درجـــه ســـانتیگراد 100دمـــاي در 

)sodium standard citrat( )5 در مرحله . قرار گرفتند) دقیقه

ــد  ــول فرمامی ــد، از محل ) آون  C º60دقیقــه در دمــاي 60(بع

و شستشو بـا  ) دقیقه 2x-SSC )5بعد از شستشو با . استفاده شد

PBS )5 تریتون محتوي % 10مقاطع با محلول سرم بز  ،)دقیقه

. انکوبه شدند) به عنوان محلول بلوك کننده)( دقیقه %60 (/03

 Rabbit anti-NG2 ها در معرض آنتی بادي هاي اولیـه بافت

)1:100 Abcam( overnightاز سپس  .در یخچال قرار گرفتند

ــه   ــادي ثانوی ــی ب   Goat anti-rabbit , Rhodaminآنت

)1:200،Chemicon  ( اق و دمــاي اتــ ســاعت در 2بــه مــدت

بـراي نشـان دار کـردن    . تاریک و مرطوب استفاده شدمحفظه

  Sheep anti-Brduسلول هاي تکثیـر شـونده از آنتـی بـادي    

)1:50 ،Abcam (overnight    در یخچال و سپس آنتـی بـادي

 anti-sheep, IgG Donkey )1:100 Chemicon,( 2ثانوبـه  

فر هـا بـا بـا    در نهایـت لام  .ساعت در دماي اتاق اسـتفاده شـد  

گلیسرول پوشیده شده و بعد از گذاشتن لامل بـا میکروسـکوپ   

تعـداد سـلول هـاي     .ررسی شدندب )E800-Nikon(فلورسنت 

Brdu+  در ناحیـه   داراي دو نشـانه و سلول هايSVZ   وOB 

برش متوالی داشتند شمارش و میانگین  3لام که هر کدام  3در 

 وروه بــراي مقایســه دو گــ t-testآزمــون . (n≥3) گرفتــه شــد

ANOVA  آزمـون   و پـسTukey   سـه گـروه   بـراي مقایسـه

خطاي معیار میانگینداده ها به صورت میانگین. استفاده شد

به عنوان حداقل سطح معنی دار بـودن در   >05/0Pارائه شده و 

  .نظر گرفته شد

  یافته ها

را نشـان   EAE ی از، مـدل MOGموشهاي ایمونیزه شده با 

بـود و  همراه  CNSی و دمیلیناسیون در دادند که با التهاب بافت

بعـد از ایمونیزاسـیون شـروع و     9±16/0علایم کلینیکی از روز 

به تدریج با گذشت زمان دم فلج کامل شد . سستی دم دیده شد

 .)بعد از القـا  15 ±25/0روز (و اختلال در راه رفتن مشاهده شد 

 شـکل همانطور که در . فلج شدند نیز هاي عقبیاندامدر نهایت 

  .شد حادتر بتدریج مشخص است علایم بیماري 1

القـا  ، پـس از  هیستولوژیک بخش کمـري نخـاع   در مطالعه

EAE هاي دمیلینه در پلاكCNS در بافـت  میلـین . شد دیده

) LFB )luxol Fast Blueتوسط رنگ آمیزي اختصاصـی آن  

کم شدن مقـدار رنـگ در ناحیـه پـلاك در     . قابل مشاهده است

همان مقطـع بـافتی    )کنترل داخلی(سالم ناحیه  مقایسه با رنگ

  
  .شروع شده و با گذشت زمان علایم بیشتر شد 9علایم کلینیکی از روز . MOGگین شدت بیماري در روزهاي مختلف پس از ایمونیزاسیون با میان - 1 شکل
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محاسـبه  مـورد  ) دمیلیناسـیون (کم شدن میلین  بعنوان شاخص

  .)الف-2شکل (فت گرقرار 

 CFVو  LFB بررسی بخش کمري نخاع با رنـگ آمیـزي  

هـاي دمیلینـه   نشان داد که با القا بیماري، التهاب، ادم و پلاك

و  میـزان پلاکهـا  با پیشـرفت علایـم بیمـاري    دیده می شود و

حجم ناحیه دمیلینه به حجـم  درصد . وسعت آنها بیشتر می شود

از ناحیه کمري بررسـی   میکرونی 5برش  48 جمعا نخاع درکل 

در درصد حجم ناحیه دمیلینه  .)Image jنرم افزار  کمک با(شد 

 79/0پس از القـا    21و در روز  64/0±11/0 اپس از الق 14روز 

   ).ب -2 شکل) (n≥3(بود  4/6 ±

بار تزریق داخـل صـفاقی    SVZ 7براي ردیابی سلول هاي 

Brdu  یک روز قبل از القاEAE  14انجام گرفت و در روزهاي 

 تعداد سلول هـاي  ایمونوهیستوشیمی با مطالعهپس از القا  21و 

Brdu+ در نـواحی  هاي ساجیتال مغـزي  برش درSVZ  وOB 

 SVZدر  شمارش شـده  +Brduتعداد سلول هاي . شد شمارش

و در  EAE 14، 45/1 ±33/17، گروه 35±8/2گروه کنترل 

  

  
را نشـان   )×  100( CFVو  LFBنمونه تصویر مقاطع رنگ آمیـزي شـده بـا    ) الف. بعد از القا 21و   14 هايدر روز EAEبخش کمري نخاع  میزان دمیلیناسیون در  -2شکل

دمیلیناسیون وسـیعی مشـاهده    21آسیب خفیف ایجاد شد، با پیشرفت روند بیماري در روز  14روز  EAEوه هیچ دمیلیناسیونی دیده نشد ولی در گر CFAدر گروه کنترل . دهدمی

در مقایسـه بـا گـروه     p<0.001=+++در مقایسـه بـا گـروه کنتـرل،      ***=p<0.001، پـس از القـا   21و  14 هـاي در روز EAEمقایسه حجم ناحیه دمیلینه در گروه  )ب. شد

EAE14.  

+++
***

الف

ب
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 در OB تعداد این سلول ها در. بود EAE  21،  48/0 ±5گروه

  

           

 در +Brduمقایسه تعداد سلول هـاي   -3شکل 

پیـاز بویـایی    و) الـف ( (SVZ) ناحیه زیـر بطنـی  

(OB) )( کنتــرل  هــاي  گــروهدر ) ب(CFA   و

EAE ــا 21و  14 هــاير روزد ــداد . پــس از الق تع

تـرل  گروه کن SVZدر ناحیه   +Brduسلول هاي

سـلول  ایـن  ولی تعداد  است EAEبیشتر از گروه 

و افـزایش یافتـه    EAEدر گروه هاي  OBها در 

بعد از القـا بـر    21تا  14با پیشرفت بیماري از روز 

 ***=p<0.001. افزوده شـد  تعداد این سلول ها

نمونـه  ) ج(، (CFA)در مقایسه بـا گـروه کنتـرل    

تصاویر ایمونوهیستوشیمی گروههـاي مختلـف در   

SVZ  وOB نشان داده شده است

الف

ب

ج

***
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 در OB تعداد این سلول ها در. بود EAE  21،  48/0 ±5گروه

و در  EAE 14، 7/1± 33، درگـروه  5/17 ± 5/7گروه کنتـرل  

   ور کـه نتـایج نشـان    همـانط . بـود  EAE  21، 6/5±5/41گروه

گروه کنتـرل   SVZدر ناحیه  +Brduمی دهد تعداد سلول هاي

در  OBسـلول هـا در   این ولی تعداد  است EAEبیشتر از گروه 

و با پیشـرفت بیمـاري از روز   افزایش می یابد  EAEگروه هاي 

 افـزوده مـی شـود    بعد از القا بر تعداد این سـلول هـا   21تا  14

ین یافته ها می توان نتیجه گرفت کـه  از ا). الف و ب-3شکل (

نشـان دار  سلول هاي تکثیر شـونده   تخلیهاولا باعث  EAEالقا 

سلول هاي جدید تولید شـده در اثـر القـاي    ( می شود SVZدر 

ثانیا باعـث   و) بیماري در اثر تضعیف سیگنال ردیابی نمی شوند

    OBبـه  SVZتحریک مهاجرت سلول هـاي تکثیـر شـونده از    

مودار تصاویر مربوط به ایمونوهیستوشیمی بـر علیـه   ن. می شود

Brdu  ج ارائه شده است -3در شکل .

 SVZسـلول هـاي   تمایزي براي مشخص کردن سرنوشت 

از مــارکر اختصاصــی ســلول هــاي اجــدادي اولیگودندروســیتی 

)NG2 ( ایمونوهیستوشــیمی بــراي  .اســتفاده شــدBrdu   و

ز سـلول هـاي   مارکرهاي سلولی خاص نشـان داد کـه بعضـی ا   

SVZ که در مسیرRMS  بهOB    مهاجرت می کنند به عنـوان

 .بیان می کنند NG2 ،سلول هاي اجدادي اولیگودندروسیتی

  
  

  
در روز  (EAE)و القـا شـده    (CFA) کنترل هاي گروهدر  )ب( (OB)یی پیاز بویا و )الف (SVZ) (ناحیه زیر بطنی  در +Brdu+/NG2مقایسه تعداد سلول هاي  -4 شکل

تعداد این سلول ها بطور معنـی داري   21تا  14با پیشرفت بیماري از روز . یافت افزایش SVZدر  EAEالقا بعد از  +Brdu+/NG2تعداد سلول هاي . پس از القا 21و  14هاي 

.EAE14در مقایسه با گروه  p<0.001=+++ه با گروه کنترل، در مقایس***=p<0.001. در پیاز بویایی بیشتر شد

الف

ب +++  

***
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Brdu+/NG2تعداد سلول هاي 
 در گروه کنترل، SVZدر +

14EAE ،21EAE ــه ترتیــب  و66/3±66/0 ،66/1±88/0ب

، 33/1±54/0این گروه ها بـه ترتیـب    OBو در  16/4 01/1±

  ).4شکل (بود  67/21±2/4و  37/0±8/2

با القا بیماري و  افـزایش شـدت آن تعـداد     به نظر می رسد

افـزوده مـی شـود     OBکاسـته شـده و در    SVZسلول هـا در  

 تعداد سلول هاي اجدادي اولیگودندروسیتی EAEهمچنین القا 

Brdu+/NG2
  .را بطور بارزي افزایش می دهد +

  حثب

اري هاي خود ایمنی بـا زمینـه   اس یکی از شایعترین بیم ام

همراه است  CNSژنتیکی است که با التهاب و دمیلیناسیون در 

و با فراوانی قابل توجهی در اوایل بزرگسالی بروز می کند  ]14[

یـک مـدل حیـوانی بـراي      EAEمـدل   .)برابر مردانزنان دو(

است کـه   اس هاي التهابی و رفتاري بیماري امبررسی شاخص

ایجــاد مــی شــود و بــا CD4+ Tهــاي  بــا وســاطت ســلول

اینفلتراسیون سلولی و دمیلیناسـیون همـراه اسـت و در نهایـت     

  هـاي التهـابی   سـیتوکین  EAEدر مدل . منجر به فلج می شود

h1  مثلIFNγ  وTNFα   نقش مهمی در ایجاد بیمـاري دارنـد 

مـزمن و   EAEایجـاد   MOG 35-55در مطالعه حاضـر   .]25[

هـاي  علایم بیماري بیشتر شد و پلاك بطوریکه نمودپیشرونده 

در ایـن تحقیـق رفتـار    .گردیـد دمیلینه بیشتري در نخاع ظـاهر  

  .بررسی شده است EAEدر پاسخ به  SVZسلول هاي 

داده هاي ما نشان داد که دمیلیناسیون التهابی ایجـاد شـده   

در  ي نشـان دار شـده  باعث کـاهش سـلول هـا    EAEدر مدل 

SVZ ،است سلول هاي ایجاد شده  هر چند که ممکن می شود

قابل ردیابی  BrdUپس از القاي بیماري به دلیل تضعیف نشانه 

بعبارتی کاهش سیگنال جابجـایی سـلول هـاي از پـیش     . نباشد

و نقاط آسیب را نشان میدهـد و لزومـا    OBبه  SVZنشاندار از 

دلیل کاهش سلول هاي بنیادي درونزاد و به عبارت بهتر سلول 

نتایج ضد و نقیضی در ایـن  . نیست SVZهاي تکثیر شونده در 

رتی اولین بار نشان دادند که در  Calzaگروه. ارتباط وجود دارد

  SVZتکثیر در  NGFالقا شده به دلیل غلظت بالاي  EAEکه 

اند  یافته هاي مشابه دیگري گزارش کرده. ]4[ افزایش می یابد

                                       NSCs/NPCs مــی توانــد تکثیــر و مهــاجرت    EAEکــه 

(NeuralStemCells/Neural Progenitor Cells)  را از

SVZ 27[ تحریک کند[.   

بـا   القا شـده  EAEبطور مشابه نتایج دیگر نشان داد که در 

PLP،   سلول هـايT     خـود ایمنـی خـاصCNS    کـه فـاکتور

تولید می کنند با تاثیر روي تکثیر سـلول   BDNFنوروتروفیک 

موثر  DG (Dentate Gyrus)وSVZهاي اجدادي بر نوروژنز 

  ر حال مطالعـات متعـدد دیگـري نیـز گـزارش      ه به.]32[ است

ــوروژنز     ــر و ن ــابی تکثی ــاي الته ــیتوکین ه ــه س ــد ک ــرده ان ک

NSCs/NPCs 9[ را کــــاهش مــــی دهنــــد[. Lindvall  و

توسـط  همکارانش مشاهده کردند که التهاب مغزي ایجاد شـده  

 NSCs/NPCsلیپوساکارید بطور موثري تکثیر و نوروژنزتزریق 

گـزارش    Palmerگـروه . ]9[ را در هیپوکمپ رت مهار می کند

 -سیتوکین IL-6و  in vitro ،TNFαو  in vivo کردند که در

صلی براي ایجاد التهاب توسـط لیپوسـاکاریدها هسـتند و    هاي ا

ایـن سـیتوکین هـا    . می شـوند  باعث کاهش نوروژنز هیپوکمپ

 NPCو القا مهـاجرت   NPCفاکتورهاي کلیدي در مهار تکثیر 

  .]23[ هستند EAEدر مدل 

و همکارانش بیان ژنی مـوش  Pluchino در گزارشی دیگر

C57BL6  باEAE   القا شده توسـطMOG آنـالیز کردنـد و    را

 و TNFαژن ســیتوکین هــاي التهــابی مثــل  تنظــیم افزایشــی

IFNγ  روز بعد از ایمونیزاسیون را مشاهده کردند و  30و  20در

همچنین آنها یافتند که تکثیـر سـلول هـاي بنیـادي مغـزي در      

SVZ 29[ کاهش می یابد[ .  

  EAEنشان دادند که در مدلZhuyiگروه 2010 در سال

 و SVZتکثیر سلول هاي بنیادي مغزي در  ، MOGاالقا شده ب

DG  این کـاهش سـلول هـا در هیپوکمـپ      کهکاهش می یابد  

 اس باشـد  می تواند دلیلی بر اختلالات شـناختی در بیمـاران ام  

]15[.  

 EAEمطالعــه مــا مشــاهده کــردیم کــه در مــدل ایــن در 

افزایش می یابـد   OBبه  SVZمهاجرت سلول هاي اجدادي از 

در مغـز   .]27[ یافتـه هـاي قبلـی مطابقـت دارد    خشی از بکه با 

  OBبـه  RMSاز طریـق   SVZاجداد عصـبی از  آسیب،بدون 

          از لولـــه هـــاي آستروســـیتی RMS. مهـــاجرت مـــی کننـــد

)glial tubes ( تشکیل شده است و باعث هدایت نوروبلاسـت- 

می شود و از ورود آنها به بافتهـاي مجـاور ممانعـت     OBها به 

این سلول ها بـه نورونهـاي پـري گرانـولار و       OBدر.ندمی ک
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نشان داده شده که آسیب ایجاد شده . گرانولار متمایز می شوند

این مسـیر  به هم خوردن ساختار یا دمیلیناسیون القا شده باعث 

از  SVZآستروسیتی شده و سبب جدا شدن سلول هاي اجدادي 

RMS  و در پاسخ  ]3,4,24[و مهاجرت به ناحیه آسیب می شود

ــه  ــیت و      EAEب ــه آستروس ــد ب ــی توانن ــا م ــلول ه ــن س ای

در گزارشی دیگر سلول  .]13[ اولیگودندروسیت هم متمایز شوند

شـدند و   پیونـد  shivererموش  SVZهاي اجدادي نورونها به 

ی که یجا(مهاجرت می کنند   OBمشاهده شد که سلول ها به 

و نشان ) ی شوندآنها به آستروسیت و اولیگودندروسیت متمایز م

  .]31[ دهنده مسیر مهاجرتی این سلول هاست

سلول هاي بنیـادي عصـبی مـی تواننـد بـه سـلول هـاي         

بـراي نشـاندار   .اجدادي اولیگودندروسیتی و نورونی متمایز شوند

بـار تزریـق    EAE 7کردن سلول هاي مهـاجرتی قبـل از القـا    

Brdu  حدود سلول هاي نشاندار در گروه کنترل م. انجام گرفت

این سلول هـا در   EAEهستند ولی در مدل  RMSو  SVZبه 

 و غیـره  سایر جاها مثل کورپوس کالوزوم، کورتکس، اسـتریاتوم 

   .]27[ دیده می شوند

سـلول هـاي اجـدادي    نتیجه مطالعـات مـا نشـان داد کـه     

NG2اولیگودندروسیتی
مـی تـوان   . افزایش مـی یابـد   OBدر  +

اسیون ایجـاد شـده در   هاي خاص مثل دمیلین سیگنالگفت که 

ــایز شــدن ســلول هــاي    EAEنتیجــه  ــه  SVZباعــث متم ب

هـاي   سرنوشت اولیگودندروسیتی می شود تا بتواند در مکانیسم

دمیلیناسیون التهابی القا شده در مـدل  .ترمیم میلین دخالت کند

EAE        باعث تحریک تمـایز سـلول هـاي مهـاجرتی نابـالغ بـه

وشت سلول هاي مهاجرتی در حقیقت سرن. فنوتیپ بالغ می شود

هاي مغزي که بـه آنهـا مـی رسـند متفـاوت       مطابق با سیگنال

مطالعـات قبلــی هـم نشـان داده کــه در منـاطقی مثــل     . اسـت 

  کورپوس کالوزوم سلول هاي مهـاجرتی سرنوشـت گلیـال پیـدا     

هـا   هـا و اولیگودندروسـیت   منحصرا به آستروسـیت  ومی کنند 

ول هـاي کمـی کـه بـه     در گروه کنتـرل سـل  . متمایز می شوند

   کورپوس کالوزوم مهـاجرت مـی کننـد بـه آستروسـیت متمـایز       

بنابراین می تـوان گفـت کـه تمـایز آسـتروگلیال در       ،می شوند

پدیده اي که در بسـیاري   ،حاصل می شودخفیف نتیجه التهاب 

بر عکس تولیـد  . ]17[ هاي غیر دمیلینه دیده می شود از آسیب

NG2اجداد اولیگودندروسیتی 
و بندرت تولید اولیگودندروسـیت   +

جالب است کـه  . دیده می شود EAEبالغ در نتیجه ایجاد مدل 

هاي اسـتریاتال بـه    در پاسخ به مرگ نورون SVZسلول هاي 

 -آسـیب  متمایز می شوند و در پاسـخ بـه   یهاي دوپامین نورون

 .]10[ کورتیکال حـاد بـه آستروسـیت متمـایز مـی شـوند       هاي

       SVZباعث مهاجرت سلول هاي آسیب ها ع بنابراین اگرچه انوا

هـایی   می شود ولی سرنوشت این سلول ها وابسته به سـیگنال 

  .]27[ است که از محل آسیب برمی خیزند

سـلول  احتمـالا  بطور کلی داه هاي ما نشان می دهـد کـه   

هاي بنیادي عصبی به عنوان منبعـی از سـلول هـاي اجـدادي     

می توانند در ترمیم نقش داشته  اولیگودندروسیتی رمیلینه کننده

اگرچه به نظر می رسد که تمـایز سـلول هـاي اجـدادي     . باشند

اولیگودندروسیتی به اولیگودندروسیت محدود است ولی احتمـال  

پیشنهاد می کنـد کـه   ، ]6[القا این توان توسط فاکتورهاي رشد 

بالغ ممکـن اسـت    CNSدستکاري سلول هاي اجدادي عصبی 

 هاي دمیلینه مثل ام ی جدیدي براي بیماريدستاوردهاي درمان

  .آماده کند اس

  سپاسگزاري

این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس و صندوق حمایـت  

  .از پژوهشگران انجام  شده است
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