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) یک ترکیب آنتی اکسیدان طبیعی با ساختار فنلی EAالایژیک اسید ( :زمینه و هدف  
هاي گلیال در مدل در این مطالعه تاثیرات حفاظتی آن بر جمعیت و فعالیت سلول .است

  حیوانی ام اس در شرایط استرس اکسیداتیو مورد بررسی قرار گرفت.
ها: موشهاي C57BL/6 بالغ نر 8 تا 9 هفتهاي تهیه و در شرایط استاندارد مواد و روش

نگهداري شدند. جهت ایجاد مدل، حیوانات به مدت شش هفته غذاي حاوي 0/2 درصد 
کوپریزون (Cup) را مصرف نمودند. حیوانات به هشت گروه شامل کنترل، کنترل دریافت 
کننده سه دوز EA (20، 40 و 80 میلیگرم برکیلوگرم)، Cup و Cup دریافتکننده سه 
دوز EA تقسیم شدند. در انتها بافت مغز حیوانات توسط روشهاي مولکولی شامل 
ایمونوهیستوشیمی (IHC)، وسترن بلات (WB) و ریل تایم پی سی ار (q-PCR) جهت 

  تجزیه و تحلیل مارکرهاي اختصاصی سلولهاي گلیال مورد استفاده قرار گرفت.
قادر به کاهش بیان  EAتنها غلظت بالاي  که نشان داد WBو  IHC آنالیز :هایافته

هاي فعال)، Mac-3 (شاخص میکروگلیالهاي (شاخص آستروسیت GFAPهاي پروتئین
فعال)، افزایش بیان پروتئین Olig-2 (شاخص الیگودندروسیتهاي پیش ساز) و در 
Olig- (شاخص الیگودندروسیتهاي بالغ) به APC نهایت کاهش معنادار نسبت پروتئین
2 نسبت به گروه Cup میباشد. تجریه و تحلیل q-PCR نیز نشان داد تغییرات بیان 
mRNA این شاخصها نیز با تغییرات پروتئینهاي آنها همسان بوده و از اینرو نتایج 

  قبلی تایید گردید.
ها و طور موثر فعالیت آستروسیتهب EA )گرم بر کیلوگرممیلی 80مصرف ( :گیرينتیجه
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  مقدمه. 1
التیپل اسکلروز یا ام اس بیماري است که در آن غلاف میلین م

هاي سیستم عصبی مرکزي (CNS) اطراف اکسون در نورون
تخریب میشود. سلولهاي عصبی توسط ارسال سیگنالهاي 
الکتریکی در طول اکسونها با هم مرتبط هستند و این بیماري 
منجر به اختلال در توانایی سلولهاي عصبی مغز و نخاع جهت 
ارتباط با یکدیگر میگردد. در ام اس سیستم ایمنی بدن علیه 
میلین عمل نموده و باعث تخریب آن میشود، در نتیجه 
سلولها قادر به ارسال سیگنال عصبی بهطور موثر نخواهند بود 
(1). شیوع این بیماري در اروپاي شمالی 60 تا 200 نفر از هر 
صد هزار نفر و در شمال امریکا 6 تا 20 نفر از هر صد هزار نفر 
است (2). در حال حاضر، در ایران از هر صد هزار نفر حدود 
50 نفر به بیماري ام اس مبتلا هستند و شیوع این بیماري در 
استانهاي تهران، فارس و اصفهان بیشتر از سایر استآنهاي 
 کشور بوده که متاسفانه این میزان رو به افزایش است (3).

هاي خود ایمنی، این بیماري نیز در مانند بسیاري از بیماري
زنان شایعتر است، این در حالیاست که در افراد بالاي 50 
سال، ام اس در مردان و زنان به نسبت مساوي بروز میکند 

.(4)  
حال برخی از تغییرات با این ،یک بیماري موروثی نیست ام اس

ژنتیکی ریسک ابتلا و پیشرفت بیماري را افزایش میدهند. 
براساس مطالعات خویشاوندي، اختلال در سیستم آنتی ژن 
لوکوسیت انسانی (Human leukocyte antigen, HLA) که 
گروهی از ژنها بر روي کروموزوم 6 هستند، امکان ابتلا به ام 
اس را افزایش میدهند (4). ریسک بروز بیماري در 
خویشاوندان فرد مبتلا بهخصوص خواهر و برادر و فرزندان 

در افرادي که  ام اسبیماري  .بیشتر از افراد دیگر است (5)
کنند شایعتر است، کاهش دورتر از خط استوا زندگی می

ویتامین D بدن، استرس زیاد و همچنین سیگار از عوامل 
رژیم خطرساز در بروز بیماري ام اس هستند (7-5). عفونت، 

توانند بهعنوان عوامل غذایی و دریافت هورمون نیز می
 مستعدکننده بروز ام اس مطرح شوند (7).

آمریکا چهار نوع  ام اسرف انجمن ملی از ط 1996در سال 
: نوع اول، عودکننده و )8(مختلف این بیماري مشخص شد 

نوع سوم پیشرونده  ،خاموش شونده، نوع دوم پیشرونده اولیه
  ثانویه و نوع چهارم عودکننده پیشرونده 

هاي بیماري ام اس مختلف بوده و شامل مواردي شانهعلائم و ن
چون تغییر حس (بهشکل هایپوستزي، پاراستزي)، کاهش 
آستانه درد، ضعف عضلانی، اسپاسم عضلانی، اختلال حرکت، 
اشکال در هماهنگی اعضا و تعادل، اختلال تکلم، بلع، مشکلات 
بینایی (از قبیل نیستاگموس، دوبینی و التهاب عصب چشم)، 
خستگی، درد حاد یا مزمن، اختلال در دفع ادرار و مدفوع، 

  اختلالات شناختی، افسردگی و خلق ناپایدار هستند (9).
که هنوز درمان قطعی براي بیماري ام اس مشخص نشده با این
هدف از اقدامات درمانی فعلی برگرداندن عملکرد  ،است

حالت اولیه، جلوگیري از بروز حملات جدید  سیستم عصبی به
هاي دیگري و پیشگیري از بروز ناتوانی در بیماران است. درمان

نیز بهمنظور ایجاد ترمیم در بافت عصبی از جمله ترکیبات ضد 
التهاب و سلولهاي بنیادي مورد استفاده قرار گرفتهاند (10، 

. استمدل استفاده شده در این تحقیق مدل کوپریزون  11).
کوپریزون یک شلاتور مس بوده که استفاده از آن موجب القاي 

هاي الیگودندروسیتی، التهاب مرگ برنامه ریزي شده در سلول
مزمن، افزایش فعالیت سلولهاي آستروسیت و میکروگلیال و 

  در نهایت تخریب میلین میباشد (12).
هاي گلیال با منشا نورواکتودرمی سلول CNS رد

(ماکروگلیاها) شامل آستروسیتها، سلولهاي الیگودندروگلیال 
(الیگودندروسیتها)، سلولهاي اپاندیمال (که سطح بطنی را 
مفروش میکنند)، سلولهاي بنیادي عصبی و سلولهاي 
NG2 (پلی دندروسیتهاي) نابالغ میباشند و سلولهاي 

گلیال با منشا مزودرمی شامل میکروگلیاها در CNS و 
  سلولهاي شوان در سیستم عصبی محیطی هستند (13).

ها، سلولهاي گلیال ستارهاي شکلی هستند که آستروسیت
طیف وسیعی از اعمال را در CNS انجام میدهند و حمایت 
فیزیکی از نورونها و پاکسازي مواد پوسیده را در مغز بر عهده 
دارند (14). همچنین آنها بعضی نیازهاي شیمیایی جهت 
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عملکرد مناسب نورونها را فراهم میآورند و به کنترل ترکیب 
شیمیایی مایع اطراف نورونها کمک میکنند. جهت ایجاد 
حمایت فیزیکی براي نورونها، آستروسیتها تشکیل 
 ماتریکسی را میدهند که نورونها را در محل نگه میدارند.

ها براي نورونها از طریق دریافت گلوکز از آستروسیت
مویرگها، شکستن گلوکز به لاکتات (محصول شیمیایی در 
جریان اولین مرحله از متابولیسم گلوکز) و آزاد کردن لاکتات 

دیگر در مایع خارج سلولی اطراف نورونها غذا تهیه مینمایند. 
هاي آستروگلیال در مغز شامل سهیم بودن در لاعمال سلو

افزایش فعالیت سیناپسی، بیان رسپتورهاي نوروترانسمیتري 
 ،(metabotropic) و متابوتروپیک (ionotropic) یونوتروپیک
افزایش تعداد و نگهداري سیناپسها و همچنین پاسخ به 
نوروترانسمیترها و آزاد کردن سریع ترکیباتی است که باعث 
افزایش تحریک نورون و انتقال سیناپسی میشوند. بهعلاوه، در 
جریان بلوغ سیناپسی، آستروسیتها فاکتورهایی آزاد میکنند 

  که بر ترکیب دانسیته پس سیناپسی تاثیر دارند.
بعضی از و  هاي گلیالی هستندترین سلولمیکروگلیاها کوچک

عنوان فاگوسیتها، مواد پوسیده CNS را پاكسازي به هاآن
میکنند و بیشتر بهعنوان نماینده سیستم ایمنی در مغز عمل 
مینمایند. میکروگلیاها، مغز را از تهاجم میکروارگانیسمها 
محافظت میکنند و ذاتاً مشابه ماکروفاژها در سیستم خونی در 
نظر گرفته میشوند. در مغز طبیعی، میکروگلیاها تقریبا 20 
درصد از کل سلولهاي گلیال را تشکیل میدهند. در مغز 
سالم، میکروگلیاها در یک حالت استراحت و راکد قرار دارند. 
آنها با سطح سلولی وسیع خود به انشعابات سلولی ظریف 
متعدد چین میخورند و بافتهاي پیرامون را بازدید و سرکشی 
میکنند. پاسخ میکروگلیاها به آسیب سلول عصبی از طریق 
افزایش در تعداد با تقسیم سلولی و مهاجرت بهطرف سطح 
سلول عصبی آسیب دیده، تغییر در شکل سلولی و حذف 
سیناپسها از سطح سلول عصبی آسیب دیده صورت میپذیرد 

.(15)  
الایژیک اسید یک ترکیب فنلی و آنتی اکسیدانی طبیعی است 

مهارکنندگی آن در ایجاد  خواص ضدالتهابی و اثرات که اخیراً

هاي متعددي از جمله سرطان و دیابت از طریق کاهش بیماري
به گفته استرسهاي اکسیداتیو مشخص شده است (16). 

ها میتوانند با اختلال در مهاجرت آنتی اکسیدان ،پژوهشگران
سلولهاي ایمنی «T-cells» به دستگاه عصبی مرکزي و مهار 
آنزیمهاي اکسیدکننده در درمان بیماري ام اس موثر باشند 

.(17)  
نقش الایژیک اسید در تغییرات بررسی  ،هدف از این تحقیق

ها و فعالیت سلولهاي آستروسیتی و الیگودندروسیت جمعیتی
القا شده توسط کوپریزون در شرایط  گلیالها طی حذف میلین

ن کنترل امکابررسی القاي استرس اکسیداتیو به منظور 
  هاي عصبی توسط این ترکیب آنتی اکسیدان میباشد.آسیب

  
  . ملاحظات اخلاقی2

به تصویب  UOZ-GR-9517-13این مطالعه با کد اخلاق 
  کمیته اخلاق معاونت پژوهشی دانشگاه زابل رسیده است.

  
 ها. مواد و روش3

هاي نر بالغ نژاد C57BL/6 8 تا 9 موشدر این مطالعه، 
هفتهاي در محدوده وزنی 18 تا 23 گرم از انستیتو پاستور 
ایران تهیه گردید. حیوانات به صورت شش تایی در قفس قرار 
گرفتند و در حیوان خانه با دماي 2 ± 23 درجه سانتیگراد و 
دوره تاریکی-روشنایی 12 ساعته نگهداري شدند. آب و غذا به 
صورت آزاد در اختیار حیوانات قرار گرفت. رعایت نکات 
اخلاقی با توجه به موازین کمیته اخلاق دانشگاه و منطبق با 
منشور اخلاقی هلسینکی در مورد کلیه حیوانات جهت به 

 حداقل رساندن آزار به حیوانات صورت گرفت (10).

ها به اندازه آرد پودر شد تا پودر در ابتدا غذاي حیوان
کوپریزون هنگام مخلوط شدن با غذا توسط حیوان تشخیص 
داده نشود. جهت قرار دادن غذاي پودرشده در قفس حیوانات 
ظروف مخصوصی خریداري شد که علاوه بر گنجایش کافی، از 
وزن بالایی برخوردار بوده تا توسط حیوان واژگون نگردد. 
قفسها بهمنظور سمی نکردن فضاي حیوانخانه (بهخاطر 
ماهیت غذا به شکل پودر) در فضاي جداگانهاي در زیر هود 
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نگهداري شدند. جهت ایجاد مدل، غذاي حاوي کوپریزون 0/2 
درصد (Sigma، آلمان) بهمدت شش هفته بهصورت خوراکی 
به حیوانات داده شد و در دو هفته آخر تزریق داخل صفاقی 
الایژیک اسید (Sigma، آلمان) در گروههاي درمانی صورت 
گرفت. لازم به ذکر است که تزریقات در ساعات معینی هنگام 

  هشت گروه مورد مطالعه عبارت بودند از: ظهر، انجام گردید.
هاي مورد آزمایش گروه کنترل: موشهاي سالمی بودند گروه

که شش هفته غذاي پودر شده معمولی را بههمراه تزریق 
 µL/injection/day-1) داخل صفاقی حلال الایژیک اسید

 PBS:DMSO 100) در دو هفته آخر دریافت نمودند.

هاي سالمی بودند که سه ترل+الایژیک اسید: موشگروه کن
دوز الایژیک اسید شامل 20، 40 و 80 میلیگرم در کیلوگرم 

 را در دو هفته آخر دریافت نمودند.

هایی بودند که شش هفته غذاي گروه کوپریزون (مدل): موش
پودرشده حاوي کوپریزون را بههمراه تزریق داخل صفاقی 

 حلال الایژیک اسید در دو هفته آخر دریافت نمودند.

هاي مدلی بودند گروه کوپریزون+الایژیک اسید: شامل موش
که سه دوز الایژیک اسید شامل 20، 40 و 80 میلیگرم در 

  کیلوگرم را در دو هفته آخر دریافت نمودند.
  مون ایمونوهیستوشیمیآز

ها از فریزر به دستگاه کرایوسکشن بافت ،انجام آزمونروز 
انتقال داده شدند و چند دقیقه در دماي دستگاه (20- درجه 
سانتیگراد) قرار گرفتند و سپس با ضخامت مناسب (5 تا 10 
میکرومتر) برش داده شدند. برشها در محلول بافر نمکی 
فسفات (Merck، آلمان) غوطه ور گشته و سپس بر روي لام 
سیلانه چسبانده شدند و در دماي 37 درجه سانتیگراد 
بهمدت 2 ساعت نگهداري گردیدند تا خشک شده و در حین 
رنگآمیزي از روي لام جدا نشوند. لامها بهمدت 24 ساعت در 
از کلروفرم و اتر (نسبت حجمی 1 به 1)، چربیزدایی شدند. در 

مرحله بعد، لامها بهمدت 5 دقیقه در H2O2 با غلظت 5 
درصد غوطه ور شده تا پراکسیداز داخلی مهار شود. در مرحله 
بعد، لامها 5 دقیقه در محلول بافر نمکی فسفات قرار گرفتند و 
سپس آنتی بادي اولیه موردنظر با غلظت مناسب روي آن 
ریخته شد و بهمدت 12 ساعت در 4 درجه سانتیگراد انکوبه 
گردید. اطلاعات جزئی در مورد این مرحله براي هر مارکر در 
جدول 2 آمده است. سپس براي شستشو از دو محلول استفاده 
گردید. محلول اول که همان بافر شستشو است بهمدت 5 
دقیقه با حرکات ملایم لامها در درون محلول و سپس لامها 
وارد محلول بافر نمکی فسفات شدند و بهمدت 5 دقیقه لامها 
به آرامی چندین بار در محلول تکان داده شدند. آنتی بادي 
ثانویه موردنظر را با غلظت مناسب روي لام ریخته و بهمدت 6 
ساعت در دماي 37 درجه سانتیگراد انکوبه نمودیم. اطلاعات 
جزئی در مورد این مرحله براي هر مارکر در جدول 2 آمده 
است. شستشوي این مرحله دقیقاً مشابه مرحله قبل میباشد و 
اهمیت شستشو بسیار بالاست و مانع ایجاد رنگ زمینه در 
لامها میشود. لامها پس از شستشو با آب مقطر بهمدت 2 
دقیقه وارد رنگ DAPI شده، سپس با آب مقطر شستشو داده 
میشوند. درنتیجه هسته سلولها با فلورسانت آبی مشخص 
میگردد. در مرحله آبگیري نهایی، هرکدام از لامها جهت 
فیکس نمودن بهترتیب در الکل 70، الکل 100 و زایلین به 
مدت 5 دقیقه قرار داده شده، سپس فیکس شده و بــه کمک 
میکروسکوپ فلورسنت مطالعه و عکسبرداري شدند. 
آنتیباديهاي بهکار رفته در آزمایش و غلظت هر کدام در 

هاي گرفته شده توسط عکس جدول 1 آمده است.
مورد تجزیه  Image J افزارنرممیکروسکوپ فلورسانس توسط 

   ).18و تحلیل قرار گرفتند (

  
   هاي استفاده شده در آزمون ایمونوهیستوشیمیاطلاعات مربوط به آنتی بادي :1جدول 

  نام مولکول  ثانویه (کونجوگه)/اولیه شرکت تولید کننده آنتی بادي  هاي ثانویه/ اولیهغلظت آنتی بادي
1:300/1:1000 Santa Cruz/ Santa Cruz (HRP)  GFAP 
1:400/1:1000 Santa Cruz/ Santa Cruz (HRP)  Mac-3  
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   آزمون وسترن بلات
صورت تصادفی از در پایان هفته ششم، تعداد پنچ سر موش به

هر گروه انتخاب شدند. موشها ابتدا توسط کتامین و زایلازین 
بیهوش و توسط محلول بافر نمکی فسفات پرفیوز شدند. 
سپس پوست سر برداشته شده و مغز حیوان از استخوان 
جمجمه درآورده شد و بخش مدیال کورپوس کالوزوم مغز 
خارج و جهت انجام آزمایشهاي مولکولی در فریزر 80- درجه 
سانتیگراد نگهداري شد. بافتهاي جدا شده توسط بافر 
لیزکننده لیز و هموژن شدند و پس از سانتریفوژ بهمدت 10 
دقیقه در دماي 4- درجه سانتیگراد، محلول رویی براي 
مراحل بعد جدا شده و در دماي 20- درجه سانتیگراد 

جدا  SDS-PAGEها توسط الکتروفورز پروتئین نگهداري شد.
منتقل گردیدند. غشاها به مدت  PVDFشده و سپس به غشا 

سپس  و شده قرار داده بافر مسدودکننده نیم ساعت در
 بادي آنتیمناسب  غلطت در معرض Overnightصورت هب

 4دماي  بادي، در آنتیبافر  در رقیق شده )1(جدول  اولیه

 هايبادي آنتی مرحله این در .گرفتند قرارگراد سانتی درجه

هاي APC ،Olig-2، و α-Tubulin پروتئین به مربوط اولیه
 روزبهعنوان ژن رفرنس مورد استفاده قرار گرفت (جدول 1). 

 آنتی کردن جهت خارج و شده جمع آورياولیه  بادي آنتی بعد

هاي اضافی، سه بار شستشو با بافر نمکی فسفات انجام بادي
گرفت. سپس غشاها به مدت یک ساعت و نیم در معرض 
غلطت مناسب آنتی بادي ثانویه (جدول 2) رقیق شده در بافر 
آنتی بادي، در دماي محیط و روي شیکر قرار گرفتند. پس از 
سه بار شستشو با بافر نمکی فسفات باندهاي پروتئینی منتقل 
شده به کاغذ توسط پراکسید هیدروژن و DAB قابل مشاهده 
گردیدند (قهوه اي مایل به زرد)  و اسکن شدند. دانسیته باندها 
اندازهگیري گردید و توسط نرمافزار Image J مورد تجزیه و 

  تحلیل قرار گرفت (19).

  
 اطلاعات مربوط به آنتی بادیهاي استفاده شده در آزمون وسترن بلات :2جدول 

  نام مولکول  ی بادي ثانویه (کونجوگه)/ اولیهشرکت تولید کننده آنت  غلظت آنتی بادیهاي ثانویه/اولیه
1:1000/1:3000 Santa Cruz/ Santa Cruz (HRP)  APC 
1:1000/1:3000  Santa Cruz/ Santa Cruz (HRP)  Olig-2  
1:1000/1:4000  Santa Cruz/ Santa Cruz (HRP)  -Tubulin	α 

 
  Real-Time PCRآزمون 

رایط استریل انجام کلیه مراحل روي یخ و در زیر هود و در ش
هاي مغز توسط محلول از بافت RNAگرفت. استخراج 

Acuazol )Bioneerطبق پروتکل کیت انجام ، کره جنوبی (
گیري غلظت RNAهاي استخراج شده در هر . با اندازهفتگر

نمونه، حجمی از آن که معادل 1000 نانوگرم RNA است 
براي سنتز cDNA برداشته شد. جهت سنتز cDNA نیز از 
 ،Thermo Scientific) کیت اختصاصی استفاده گردید
آلمان). با انتخاب پرایمرهاي موردنظر (10، 12، 18-20) 
واکنش Real-Time PCR در حجم نهایی 10 میکرولیتر 
توسط دستگاه کوربت 600 انجام شد (جدول 3). توالی 

پرایمرهاي بهکار رفته و برنامههاي تکثیر در جدول 3 آمده 
 Real-Time گیري شده توسط روشي اندازههاآنبی است.

PCR ) 20مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند.(   
  آماري تحلیل

ها، از نرمافزار  Graphpadجهت انجام محاسبات آماري داده
Prism 6 استفاده شد. آزمون آماري مورد استفاده، آنالیز 

واریانس یکطرفه یا در صورت لزوم آنوواي دوطرفه بههمراه 
آزمون مقایسههاي چندگانه یا تست تعقیبی از نوع 
Bonferroni بود. p <0/05 بهعنوان معیار معنیدار بودن 

 اختلاف در نظر گرفته شد (10).
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  ime PCRT-Realت مربوط به پرایمرها و برنامه آزمون اطلاعا :3جدول 
  نام مولکول  توالی پرایمرها  برنامه تکثیر

95°C for 10 min, 95°C for 20 s, 58.5°C for 45 s 
followed by 40 amplification cycles at 95°C for 30 s. 

F: 5'-CAAGAAGAGGCAGCAATGGAG-3' 
R: 5'-CAGGAGGATCGTAGGCACAAG-3'  APC  

95°C for 10 min, 95°C for 20 s, 58°C for 45 s 
followed by 40 amplification cycles at 95°C for 30 s. 

F: 5'-CAAGAAGAGGCAGCAATGGAG-3' 
R: 5'-CAGGAGGATCGTAGGCACAAG-3'  MOG  

95°C for 10 min, 95°C for 20 s, 56°C for 45 s 
followed by 40 amplification cycles at 95°C for 30 s. 

F: 5'-CAAGAAGAGGCAGCAATGGAG-3' 
R: 5'-CAGGAGGATCGTAGGCACAAG-3' Olig-2 

95°C for 10 min, 95°C for 20 s, 56°C for 45 s 
followed by 40 amplification cycles at 95°C for 30 s. 

F: 5'-CAAGAAGAGGCAGCAATGGAG-3' 
R: 5'-CAGGAGGATCGTAGGCACAAG-3' GFAP 

95°C for 10 min, 95°C for 20 s, 58°C for 45 s 
followed by 40 amplification cycles at 95°C for 30 s. 

F: 5'-CAAGAAGAGGCAGCAATGGAG-3' 
R: 5'-CAGGAGGATCGTAGGCACAAG-3'  Mac-3 

95°C for 10 min, 95°C for 20 s, 57°C for 45 s 
followed by 40 amplification cycles at 95°C for 30 s. 

F: 5'-TGAAGATCAAGATCATTGCTCCTC-3' 
R: 5'-TCAGTAACAGTCCGCCTAGAAG-3'  -actinβ 

 
  ها. یافته4

ها و بررسی اثر الایژیک اسید بر جمعیت آستروسیت
  میکروگلیالها

هاي مختلف حیوانات در کالوزوم گروه ناحیه مدیال کورپوس
آزمایش ایمونوهیستوشیمی مورد ارزیابی قرار گرفتند و میزان 
بیان پروتئین GFAP که مارکري براي آستروسیتهاي فعال 
در مغز است در آن ناحیه اندازهگیري شد (شکل 1). تفاوت 
معنیداري بین گروه کوپریزون با گروه کنترل و گروه الایژیک 
اسید با دوز بالا و کوپریزون مشاهده شد (شکل 1). همچنین 

ناحیه مدیال کورپوس کالوزوم گروههاي مختلف حیوانات در 
آزمایش ایمونوهیستوشیمی مورد ارزیابی قرار گرفتند و میزان 
بیان پروتئین Mac-3 که مارکري براي ماکروفاژهاي فعال در 
مغز است (میکروگلیال) در آن ناحیه اندازهگیري شد. تفاوت 
معنیداري بین گروه کوپریزون با گروه کنترل و گروه الایژیک 
اسید با دوز بالا و کوپریزون مشاهده شد (شکل 1). همچنین 
تیمار موشهاي سالم با الایژیک اسید تأثیر معناداري بر بیان 
فاکتورهاي موردنظر در ناحیه کورپوس کالوزوم بر اساس نتایج 

  این تستها نداشت.

  

  
) در ناحیه مدیال کورپوس کالوزوم در positive cells 3-Mac) و ماکروفاژهاي فعال (GFAP positive cellsهاي فعال (ی جمعیت آستروسیتبررس :1شکل 

گروههاي کنترل، کوپریزون و الایژیک اسید (دوزهاي مختلف) بهروش ایمونوهیستوشیمی. تفاوت معنیداري بین دوزهاي بالاي الایژیک اسید و کاهش ماکروفاژهاي فعال 
(سلولهاي میکروگلیال) و آستروسیتهاي فعال در مقایسه با گروه کوپریزون مشاهده شد. تصاویر با مقیاس خطی 20 میکرومتر نشان داده شد و دادهها براساس میانگین±انحراف 

.(## p <0/01 و # p <0/05 و ***p <0/001 و n=5) معیار گزارش گردید. علامت (*) نماد تفاوت با گروه کنترل و علامت (#) نماد تفاوت با گروه کوپریزون است   
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هاي بررسی اثر الایژیک اسید بر جمعیت سلول
  الیگودندروسیتی 

هاي بالغ شده (APC) جهت بررسی جمعیت الیگودندروسیت
و پیشساز (Olig-2) در ناحیه مدیال کورپوس کالوزوم، 
حیوانات در گروههاي مختلف در آزمایش وسترن بلات مورد 
  ارزیابی قرار گرفتند و میزان نسبت پروتئینهاي

Olig-2/APC  گیري شد (شکل2). تفاوت اندازه هاآندر

معنیداري بین گروه کوپریزون با گروه کنترل و گروه الایژیک 
اسید با دوز بالا و کوپریزون مشاهده شد (شکل 2). همچنین 
تیمار موشهاي سالم با الایژیک اسید تاثیر معناداري بر 
جمعیت الیگودندروسیتهاي بالغ شده و پیشساز در ناحیه 

  کورپوس کالوزوم بر اساس نتایج این تست نداشت.
  

  
هاي کنترل، ) به روش وسترن بلات در گروهOlig-2ساز () و پیشAPCهاي بالغ (گیري بیان مارکر الیگودندروسیتها توسط اندازهبررسی تنوع الیگودندروسیت :2شکل 

کوپریزون و الایژیک اسید (دوزهاي مختلف). تفاوت معنیداري بین دوز بالاي الایژیک اسید (80) و کاهش نسبت  APC/Olig-2در مقایسه با گروه کوپریزون مشاهده شد 
که بیشتر ناشی از افزایش سلولهاي پیش ساز الیگودندروسیتی میباشد. دادهها براساس میانگین±انحراف معیار گزارش گردید. علامت (*) نماد تفاوت با گروه کنترل و علامت 

.(## p <0/01 و # p <0/05 و ***p <0/001 و n=5) نماد تفاوت با گروه کوپریزون است (#)  
  

هاي مورد مولکول mRNAبررسی اثر الایژیک اسید بر بیان 
  مطالعه

هاي مورد مطالعه جهت پروتئین تمامی mRNAمیزان بیان 
تأیید نتایج قبلی در ناحیه مدیال کورپوسکالوزوم حیوانات در 
گروههاي مختلف توسط آزمون RT-PCR مورد ارزیابی قرار 

گرفت (شکل 3) و در برخی موارد تفاوت معنیداري بین گروه 
کوپریزون با گروه کنترل و گروههاي مختلف الایژیک اسید با 

  گروه کوپریزون مشاهده شد و باعث تایید نتایج قبلی گردید.
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ها اسید (دوزهاي مختلف). داده هاي مورد مطالعه به روش ریل تایم پی سی ار در گروههاي کنترل، کوپریزون و الایژیکپروتئین mRNAبررسی میزان بیان  :3شکل 

 # p <0/05 و ***p <0/001 و n=5) براساس میانگین±انحراف معیار گزارش گردید. علامت (*) نماد تفاوت با گروه کنترل و علامت (#) نماد تفاوت با گروه کوپریزون است
.(## p <0/01 و  

  
  بحث. 5

مالتیپل اسکلروز (ام اس) یک بیماري خود ایمنی است که در 
ها، اکسونها نیز دچار آسیب آن، علاوه بر الیگودندروسیت

میشوند. گاه مغز قادر است از طریق فرآیند نورو پلاستیستی 
برخی از ضایعات را جبران کند. فرآیند رمیلینیشن نیز 
میتواند نقش مهمی در ترمیم بازي کند و میتواند یکی از 
دلایلی باشد که در فازهاي اولیه بیماري، علائم بهطور موقت 
ناپدید میشوند. در طی رمیلینیشن، سیستم عصبی مرکزي به 
فراخوان سلولهاي بنیادي الیگودندروسیتی پرداخته و آنها را 
پس از تکثیر و تمایز به مناطق آسیب دیده هدایت میکند و 
در نهایت باعث ساخت صفحات جدید میلین میشود که از 
نظر ضخامت، نازكتر از نوع اولیه بوده و تأثیر کمتري در 
عایقبندي اکسون اعمال میکند. بنابراین با حمله مجدد زودتر 
تخریب میشوند و بههمین دلیل در حملات تکراري و تداوم 
التهاب مزمن، پدیده رمیلینیشن خودبهخودي در ترمیم 
اکسون موثر نخواهد بود. بهعلاوه، نشان داده شده است التهاب 
ناشی از واکنش سلولهاي ایمنی در شرایط آزمایشگاهی خود 
میتواند موجب مهار تکثیر و تمایز سلولهاي بنیادي در 

  مناطق آسیب دیده شود (1). 

تخصیص درصد بالایی از بودجه یکی از معضلات جامعه امروز، 
انی کشورها به درمان و توانبخشی بیماران مبتلا خدمات درم

علاوه، درمانهاي رایج این بیماري هب به مالتیپل اسکلروز است.
بهبود کامل را بهدنبال نداشته و قطعی نیستند. بنابراین 
مطالعات همهجانبه و دقیقتر در زمینه طراحی و بررسی 
استراتژيهاي درمانی مناسب ضروري است. لازمه دستیابی به 
روشهاي درمانی جامع و قطعی، شناخت و شناسایی 

  مکانیسمهاي دخیل در روند بیماري است.
طور وسیعی در بررسی اثرات ترکیبات مدل کوپریزون به

دارویی روي مرگ الیگودندروسیتها مورد استفاده قرار 
میگیرد، با این وجود، دلیل اینکه چرا فقط الیگودندروسیتها 
نسبت به کوپریزون آسیب پذیر هستند هنوز در دست بررسی 
است. در حین تغذیه با کوپریزون، رمیلینیشن ایجاد شده پس 
از سه هفته از لحاظ مولکولی قابل رویت بوده و به بیشترین 
میزان در انتهاي هفته پنجم مصرف آن میرسد. این در 
حالیاست که پس از قطع کوپریزون رمیلینیشن خودبه خودي 
در مغز شروع میشود. آپوپتوز اولیه الیگودندروسیتها و فعال 
شدن میکروگلیال-ماکروفاژها دو مشخصه برجسته در 
آسیبشناسی بافتی مدل حیوانی کوپریزون میباشند. سایر 
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سازوکارهاي دخیل در این مدل شامل مهار تمایز سلولهاي 
پیشساز الیگودندروسیتها و ترشح سایتوکاینهاي 
پیشالتهابی از میکروگلیال-ماکروفاژهاي فعال شده است. 
هرچند این مدل با مدل خودایمنی ام اس تفاوت دارد، ولی 
نقش سیستم ایمنی در شکلگیري آسیب ناشی از استرس 
اکسیداتیو در این مدل نیز بهطور وسیعی گزارش شده است 

 .(21)  
شود آستروسیتها آسیب باعث می سیستم عصبی مرکزيدر 

هیپرتروفی شوند و مجددا براي تشکیل زخم گلیالی که سدي 
را در برابر ترمیم تشکیل میدهند سازماندهی شوند و در این 
ارتباط هم آستروسیتها و هم الیگودندروسیتها فاکتورهایی 
را بیان میکنند که بهطور بالقوه رشد مجدد آکسونها را 
متوقف مینمایند (22). میکروگلیالها سلولهاي ماکروفاژي 
مقیم در مغز هستند و حدود 10 تا 15 درصد از سلولهاي 
بافت مغز را در شرایط طبیعی تشکیل میدهند. این سلولها 
 CNS بهعنوان خط اصلی و ابتدایی دفاع ایمنی فعال در
میباشند و در نواحی وسیعی از سرتاسر مغز پراکنده شدهاند 
(23). برخلاف آستروسیتها که عملکرد حمایتی و ارتباط 
آنها با نورونها از جنبههاي مختلف کاملا مشخص نشده 
است، عملکرد الیگودندروسیتها نسبتا آشکار است. با اینکه 
مسئولیت اصلی این سلولها ساختن میلین و حمایت از 
آکسونها در سیستم عصبی مرکزي است، اما پیامهاي 
مولکولی که این فرآیندها را تسهیل یا تعدیل مینماید بهخوبی 
مشخص نشده است. در طی مراحل اولیه ساخته شدن میلین، 
الیگودندروسیتها فرآیندهاي پیوسته و وسیعی را که شامل 
تماس با آکسون، احاطه نمودن آکسون و تشکیل غلاف میلین 
است طی مینمایند و این فرآیند وابسته به تعامل بین 
الیگودندروسیتها، آستروسیتها و نورونها است. بنابراین 
پیامهاي صادره از آکسون نقش تعیین کنندهاي در زمان تمایز 
 الیگودندروسیتها و فعال شدن فرآیند ساخت میلین دارند.

 که عواملی و کارگیري فاکتورها به و مهاري سازي عواملخنثی
 امیدبخش نتایج حصول براي شروعی برندمی پیش را ترمیم

  هستند.

مشاهدات ما نشان دادند دوزهاي بالاي الایژیک اسید توانایی 
هاي گلیال فعال شده توسط کوپریزون را تنظیم فعالیت سلول

دارند و مخصوصا غلظت 80 میلیگرم بر کیلوگرم الایژیک 
اسید قادر است جمعیت هر دو گروه آستروسیتهاي فعال 
(آستروگلیوزیس- GFAP cells) و میکروگلیالهاي فعال 
(میکروگلیوزیس- Mac3 cells) را بهطور معناداري کاهش 

کنترل هر دو فرآیند القاي آسیب شامل  دهد (شکل 1).
عنوان راهی براي هآستروگلیوزیس و میکروگلیوزیس همواره ب

شمار هکاستن از التهاب مزمن و توسعه تخریب غلاف میلین ب
  ).24روند (می

هاي الیگودندروسیتی اند سلولمطالعات قبلی نشان داده
پیشبالغ با بیان مارکر سلولی APC به آخرین مراحل تمایز 
رسیده و قادر به تبدیل به سلولهاي بالغ میلینساز میباشند. 
این سلولها با استفاده از فعال نمودن مسیرهاي وابسته و 
مستقل از بتا کاتنین قادر به انتقال پیامهاي تمایزي و بلوغ 
نهایی میباشند (25). بررسی جمعیت سلولهاي پیشساز 
الیگودندروسیتی (Olig2 cells) مشخص نمود که با افزایش 
دوز الایژیک اسید جمعیت این سلولها افزایش یافته و حتی 
در دوز بالاي آن (80 میلیگرم بر کیلوگرم) ردههاي پایینتر با 
 (APC cells) شتاب بیشتري به ردههاي بالاتر میلینساز

  تبدیل میگردند (شکل 2).
مطالعه انجام شده اولین مطالعه در مورد اثرات حفاظتی 

باشد و هیچ گزارشی از الایژیک اسید در مدل کوپریزون می
 تحقیقات مشابه در ایران و جهان در دست نیست. اخیراً

هاي الایژیک اسید در مدلگزارشات متعددي از اثرات مفید 
همسو با نتایج این  ،عنوان مثاله. باست دیگر منتشر شده
لیو و همکارانش نشان دادند الایژیک  ،2017پژوهش در سال 
هاي بنیادي نورونی را از طریق فعالسازي اسید تکثیر سلول

مسیر پیام رسانی Wnt/β-catenin در مدل حیوانی نارسایی 
عصبی و همچنین در محیط کشت سلولی حمایت مینماید 

بوستو و همکارانش نشان دادند  2018در سال  چنینهم (26).
هاي محلول در پلاسماي الایژیک ها که متابولیتاورولیتین

هاي گلیوما اسید هستند باعث تحریک سنتز سرامید در سلول
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قیقاتی این گروه تح چنینهمشوند. و الیگودندروگلیوما می
بیان نمودند ترکیبات فوق از طریق سنتز اسفنگولیپیدها باعث 
حفاظت در برابر تخریب میلین القا شده در مدل حیوانی ام 

 2018). در مطالعه دیگري در سال 27گردند () میEAEاس (
هاي آزاد گزارش گردید استفاده از الایژیک اسید تولید رادیکال

صورت وابسته به دوز کاهش ههاي اکسیژن فعال را بو گونه
داده و بیان مارکرهاي آپوپتوزي و التهابی را در مدل حیوانی 

 اثرات). 28نماید (سمیت القا شده توسط آرسنیک تعدیل می
کنندگی فرآیند استرس اکسیداتیو ناشی از ضدالتهابی و خنثی

منجر به التیام و بهبود  چنینهممصرف الایژیک اسید 
هایی مانند هاي بیماريرفتاري در مدلهاي شناختی و آسیب

  ).30 ،29گردد (هاي ترومانیک مغزي میپارکینسون و آسیب
  
  گیري. نتیجه6

باعث ایجاد تغییرات مهمی  ه نشان داد الایژیک اسیدعاین مطال
هاي آستروسیتی و در فرآیند الیگودندروژنزیس و فعالیت سلول

میگروگلیال میگردد که در مجموع این فرآیندها به سمتی 
سوق داده میشوند که از التهاب مزمن مغز کاسته شده، 
محیط محل عارضه جهت مهاجرت و بلوغ الیگودندروسیتها 

آماده گردد و تخریب میلین جاي خود را به ترمیم موثر آن 
  دهد.

 
  . تقدیر و تشکر 7
علوم  قاتیمشترك مرکز تحق یمال تیمامطالعه با ح نیا

تهران و دانشگاه زابل انجام  یدانشگاه علوم پزشک ییدارو
). UOZ-GR-9517-13گرفته است (گرنت شماره 

از تمامی عزیزانی که در  خود را یمراتب قدردان سندگانینو
  نمایند.یاعلام م انجام این مطالعه مساعدت داشتند

  
  یسندگان. سهم نو8

تمامی نویسندگان معیارهاي استاندارد نویسندگی بر اساس 
پیشنهادات کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا 

  بودند.
  
  . تضاد منافع9

گونه تضاد نمایند که هیچوسیله نویسندگان تصریح میبدین
  منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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 Background and Aim: Ellagic acid (EA) is a natural antioxidant with 
phenolic structure. In this study, we evaluate the effects of EA 
consumption on population and activation of neuroglia cells in the 
animal model of MS under oxidative stress. 
Materials and Methods: Mature male mice with age of between 8 to 9 
weeks were kept in the standard conditions. For model induction, 
animals received powder normal diet containing 0.2% Cuprizone (Cup) 
for six weeks. Mice were divided into eight groups containing control, 
control receiving three doses of EA (20, 40 and 80 mg/kg), Cup and 
Cup receiving three doses of EA. Finally, specific glial cell markers in 
the animal brain tissues were analyzed by molecular methods such as 
immunohistochemistry (IHC), western blotting (WB) and Real Time-
PCR (RT-PCR). 
Findings: IHC and WB analysis have shown that only high 
concentration of EA is able to reduce protein expression of GFAP 
(activated astrocytes marker), Mac-3 (activated microglial marker), 
increase protein expression of Olig-2 (oligodendrocytes precursor 
marker) and ultimately significant reduction on APC (mature 
oligodendrocytes marker)/Olig-2 ratio in comparison with Cup group. In 
addition, RT-PCR evaluation indicated that changes in the mRNA 
expression of target markers were consistent with observed changes in 
their protein expression and therefore, IHC and WB results were 
confirmed. 
Conclusion: Consumption of 80 mg/kg of EA effectively decreased 
activation of astrocytes and microglial and so appropriates environment 
for migration of oligodendrocyte precursor cells to the lesion area and 
shifting from damage course into the repair progressions. 
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