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  6/6/85:  پذیرش مقاله،25/2/85 :دریافت مقاله
Øسیستم ارتشاح لکوسیتی به داخل  و آنسفالومیلیت خودایمن تجربی  مثل مولتیپل اسکلروزیسیدر بیماریهای : مقدمه

فرم فعال (D3 برخی بررسی ها نشان می دهد که تجویز ویتامین. ثر می باشدؤعصبی مرکزي در پاتوژنز و پیشرفت بیماري م
     D3ویتامین  بررسی کار آمدي هدف از این مطالعه، .، شدت بیماري را تعدیل می کندEAEبه موشهاي مبتلا به ) Dویتامین 
   .می باشد مورد مطالعه EAE روي میزان ارتشاح لکوسیتی به مغز موشهاي مبتلا به     D3ویتامین ، اثر EAEدر مهار 
Ø موش هاي نر نژاد  :مواد و روش هاC57BL/6 با شرایط سنی و وزنی مشابه قرار ) رأس 8هر گروه ( در دو گروه درمانی

 به     D3ویتامین  میکروگرم 5در میان یک روز ) D3  تحت درمان با ویتامینEAEمبتلا به (موش هاي گروه مطالعه . گرفتند
موش هاي .  روز پس از ایجاد بیماري دریافت کردند19یلوگرم وزن بدن به صورت داخل صفاقی از سه روز قبل تا ازاي هر ک

موش  رأس 5همچنین . تنها حلال ویتامین را با همان جدول زمانی دریافت نمودند)  درمان نشدهEAEمبتلا به (گروه شاهد 
  . با شرایط سنی و وزنی مشابه به عنوان گروه سالم در نظر گرفته شدC57BL/6نژاد نر 
Ø ویتامین نتایج نشان داد که شدت علائم کلینیکی در موش هاي تحت درمان با  :يافته هاD3     )8/0±2/3( در مقایسه با 

ن اختلاف معنی داري در تعداد سلولهاي همچنی). >001/0p( بطور معنی داري کمتر می باشد )3/5±44/0(گروه درمان نشده
  .)>01/0p( و درمان نشده مشاهده شد  D3 درمان شده با ویتامین EAE بین موشهاي مبتلا به ،ارتشاح یافته به مغز

Ø  ویتامین این نتایج مشخص می نماید که درمان با  :نتيجه گيريبحث وD3    وسیت ها به مغز ک موجب کاهش ارتشاح ل
     D3ویتامین لذا .  شده و سبب کاهش ضایعات پاتولوژیک و علائم کلینیکی و تعدیل بیماري می گرددEAE به موشهاي مبتلا

  .، مفید باشدشاح سلولی به داخل بافت با ارتهمراهممکن است در درمان بیماریهاي التهابی 
 C57BL/6، ارتشاح لکوسیتی، موش نژاد D3مولتیپل اسکلروزیس، آنسفالومیلیت خود ایمن تجربی، ویتامین  :واژه هاي كليدي
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  مقدمه
ایمن   از دسته بیماریهاي خود1بیماري مولتیپل اسکلروزیس

 ).1( التهابی است که سیستم عصبی مرکزي را درگیر می کند
علامت بارز و مشخص پاتولوژي بیماري، وجود پلاکهاي متعدد 

ن ظاهر می باشد که در ماده سفید مغز به دلیل تخریب میلی
علت ایجاد پلاکهاي مغزي، ارتشاح لنفوسیتها و . می گردد

علائم و . ایجاد واکنش التهابی می باشد ماکروفاژها به مغز و
نشانه هاي عصبی در بیماران، به وسعت و محل پلاك بستگی 

هر عاملی که مانع از ارتشاح سلولی به مغز گردد یا ). 3 ،2( دارد
ی تواند از پیشرفت بیماري میزان ارتشاح را کاهش دهد، م

مطالعات اپیدمیولوژیک نشان می دهد در . جلوگیري کند
 مصرف می کنند یا     D3ویتامین مناطقی که غذاهاي سرشار از 

در معرض بیشتر با نور خورشید قرار دارند، شیوع مولتیپل 
  ). 4-6(اسکلروزیس کمتر است 

ن مطالعات انجام شده بر روي آنسفالومیلیت خود ایم
نیز نشان می دهد ) مدل حیوانی مولتیپل اسکلروزیس (2تجربی

). 8، 7(از پیشرفت بیماري جلوگیري می کند   D3ویتامین که 
ویتامین چگونگی مهار آنسفالومیلیت خود ایمن تجربی توسط 

D3   پاره اي مطالعات نشان می دهد که . مشخص نیست
 پاسخهاي با اثر ایمونومدولاتوري موجب مهار   D3ویتامین 

 و همکاران نشان دادند که 3اسپچ). 10، 9( ایمنی می شود
وز در سلولهاي التهابی از تپوپ از طریق القا آ   D3ویتامین 

 ممکن     D3ویتامین ). 11( پیشرفت بیماري جلوگیري می کند
است به عنوان یک تنظیم کننده فاکتور هاي نسخه برداري 

هاي التهابی سبب کاهش عمل کند و با مهار تولید سیتوکاین
در هر صورت در خصوص ). 13، 12(شدت بیماري گردد

 در مهار بیماري مکانیسم هاي متعددي را     D3ویتامین عملکرد 
با    D3ویتامین این احتمال وجود دارد که . مطرح می کنند

. ثر باشدؤجلوگیري از ارتشاح سلولی بتواند در مهار بیماري م
 بر میزان ارتشاح     D3ویتامین حاضر اثر براین اساس در مطالعه 

لکوسیتی به مغز موشهاي مبتلا به آنسفالومیلیت خود ایمن 

تجربی به عنوان مدل حیوانی مولتیپل اسکلروزیس، مورد 
 .بررسی قرار گرفت

  1   مواد و روش ها
در این مطالعه تجربی که به صورت موردي ـ شاهدي 

 نژاد 4هاي نر خالص موش،معه مورد مطالعهجاانجام شده، 
C57BL/6که از مرکز  هفته بودند8 تا 6 سنی  با محدوده 

  .تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي تهیه شدند
  :EAE القا

  با توالیMOG35-55 میکروگرم پپتید 200مقدار 

)M-E-V-G-W-Y-R-S-P-F-S-R-V-V-H-L-Y-R-

N-G-K ( 95و درجه خلوص بیشتر از%) 2 شرکت فارما ،
 100 میکرولیتر بافر فسفات سالین و 100ر ، د)روسیه

 مخلوط و به صورت ،)3سیگما(میکرولیتر ادجوانت کامل فروند 
 تزریق C57BL/6زیر جلدي در ناحیه پشت به هر موش 

در ) سیگما( نانوگرم سم سیاه سرفه 400مقدار . گردید
 48 میکرولیتر بافر فسفات در مرحله صفر و 300-400حجم

 یزاسیون به صورت داخل صفاقی تجویز شدساعت بعد از ایمون
جهت گروه کنترل نیز مراحل فوق اعمال شد با این ). 14(

روند .  تجویز نشدMOG35-55تفاوت که به آنها پپتید 
بیماري و تغییرات وزن موشها روزانه مورد بررسی قرار گرفت و 

اختلال در (، یک)عدم ابتلا به بیماري(شدت بیماري از صفر
، )اختلال در راه رفتن(، سه)فلج شدن دم(و، د)حرکت دم

فلجی کامل (، شش)فلجی هر دو پا(، پنج )فلجی یک پا(چهار
  ). 15( درجه بندي شد) مرگ(تا هفت) دست و پا

   D3 با ویتامین EAEدرمان موشهاي مبتلا به 
 از ،EAE  بر روند بیماري    D3ویتامین ثیر جهت تأ
 16 .استفاده شد) ي هفته اC57BL/6) 8-6د موشهاي نر نژا

در هر ( گروه 2موش سه روز قبل از ایجاد بیماري، به  رأس

                                                
1. Multiple sclerosis 
2. experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)  
3. Spach 
4. inbred 
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با شرایط سنی و وزنی یکسان تقسیم بندي شدند ) رأس 8گروه 
، تحت درمان EAEو به صورت زیر تا روز نوزدهم پس از ایجاد 

 که به ازاي EAEموشهاي مبتلا به : گروه مطالعه. قرار گرفتند
 150در     D3ویتامین  میکروگرم 5 کیلوگرم وزن بدن،هر 
 روغن کنجد هر دو روز یک بار به صورت داخل لیتریکروم

 که EAEموشهاي مبتلا به :  گروه شاهد.صفاقی دریافت کردند
 میکرو لیتر روغن کنجد هر دو روز یک بار به 150به هر موش 

موش که از  رأس 5در ضمن . صورت داخل صفاقی تجویز شد
سن و وزن با دو گروه مذکور مشابه بودند به نظر جنس، نژاد، 

عنوان موشهاي سالم غیر بیمار در نظر گرفته شد که تنها روغن 
انتخاب دوز تزریقی ویتامین در این . کنجد دریافت نمودند

مطالعه بر اساس مطالعات مشابهی بود که از این ویتامین جهت 
  ). 16(درمان بیماریها در مدلهاي حیوانی استفاده شده است 

  :تهیه برشهاي مغزي و بررسی ارتشاح سلولی
مغز حیوانات  ،EAEپس از گذشت بیست روز از زمان ایجاد 

 10خارج و در محلول فرمالین بافره خنثی ) از هر گروهرأس  5(
 ساعت، با برش ساژیتال مغز به 48پس از . درصد قرار گرفت

ور نیمکره چپ هر موش مجدداً در فیکسات. دوقسمت تقسیم شد
ي با توجه به اینکه اختلالات با درگیري اندام ها. گذاشته شد

کره سمت چپ جهت مطالعه حرکتی سمت راست همراه بود، نیم
فراهم آورنده سپس نمونه ها در داخل دستگاه . مناسب تر می باشد

قرار داده شده تا پاساژ بافتی صورت  DS2000/H) مدل( 1بافت
نمونه هاي بافتی . فینی تهیه شدپس از پاساژ بلوك هاي پارا. گیرد

در جهت طولی، به طوري که محل برش ساژیتال به طرف پایین 
مدل (با استفاده از میکروتوم . باشد، داخل بلوك قرار گرفتند

 میکرونی تهیه گردید و 8از نمونه ها، برشهاي با ضخامت ) 4055
 12براي هر نمونه . به فاصله هر ده برش، یک برش انتخاب شد

این برشها طولی .  برش تهیه شد60  و در هر گروه مجموعاًبرش
تهیه شد تا حواشی بطن هاي طرفی در برش نشان داده ) ساژیتال(

 زیرا بیشتر پلاك ها و ارتشاح لکوسیتی در اطراف بطن هاي ،شود
ائوزین -نمونه ها با روش هماتوکسیلین). 17(طرفی دیده می شود 

محل هاي ارتشاح و شدت رنگ آمیزي شدند و از نظر تعداد 
 مدل لاب فوت –نیکن پ ارتشاح لکوسیتی با استفاده از میکروسکو

  ).18( مورد بررسی قرار گرفتند 2دو
  : آنالیز آماري

میانگین وزن و شدت بیماري و (جهت مقایسه میانگین ها 
 3 من ویتنیاز روش غیر پارامتریک) تعداد سلولهاي ارتشاحی

به منظور بررسی تغییرات شدت  4منفریداز آزمون . استفاده شد
بیماري در هر گروه و براي مقایسه وزن در روزهاي مختلف نیز 

 به >05/0p.  استفاده گردید5از روش اندازه گیري تکراري
  .عنوان سطح معنی دار بودن داده ها در نظر گرفته شد

            یافته ها
درمان  EAEبا بررسی تغییرات وزن در موشهاي مبتلا به

و موشهاي سالم مشخص گردید که میانگین ) کنترل(نشده 
 در مقایسه با موشهاي سالم بطور EAEوزن موشهاي مبتلا به 

با مقایسه میانگین . )>001/0p( معنی داري کمتر است
) کنترل( درمان نشده EAEتغییرات وزن در موشهاي مبتلا به 

مشخص گردید که    D3ویتامین و موشهاي تحت درمان با 
کاهش وزن کمتري در     D3ویتامین شهاي تحت درمان با مو

  ). 1 نمودار(مقایسه با گروه درمان نشده داشتند 
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 مقایسه میانگین تغییرات وزن در موشهاي مبتلا به ـ1 شماره نمودار
EAE و موشهاي مبتلا به ) کنترل( درمان نشدهEAE تحت درمان 

   سالم و موشهاي    D3ویتامین با 

                                                
1. Tissue Processor 4. Friedman 
2. Nikon-Model labphot-2 5. Repeated measurement 
3. Mann Whitney-U 
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 روند بیماري در هر گروه و مقایسه روز شروع با بررسی
بیماري و شدت بیماري مشخص گردید که بین روز شروع 
بیماري در گروههاي درمان نشده و درمان شده تفاوت قابل 

روز شروع بیماري در موشهاي مبتلا به . توجه اي وجود دارد
EAE روز پس از زمان ایجاد 11 درمان نشده EAE بود در 

، زمان شروع     D3ویتامین موشهاي تحت درمان با حالی که در 
  ).2 نمودار( بود EAE روز پس از القا 15علائم 

 با مقایسه میانگین حداکثر شدت بیماري در گروههاي 
مختلف مشخص شد که میانگین حداکثر شدت بیماري در 

در مقایسه با ) D3 )8/0±2/3 موشهاي تحت درمان با ویتامین
به طور ) 3/5±44/0(درمان نشده  EAEموشهاي مبتلا به

  ).2 نمودار ()>001/0p(معنی داري کمتر می باشد 















                    

يمونيزاسيون روز پس از ا

ري
مــا

ت بي
ــد

 ش
ين

انگ
ميــ

كنترل 

D ن ويتامي

  
ـ مقایسه میانگین شدت بیماري در روزهاي مختلف 2نمودار شماره 

 درمان نشده EAEپس از ایمونیزاسیون در موشهاي مبتلا به 
      D3ویتامین  تحت درمان با EAEو موشهاي مبتلا به ) کنترل(

  
بررسی برشهاي مغزي از نظر میزان ارتشاح لکوسیتی 
نشان داد که میانگین تعداد مکانهاي ارتشاح سلولی در موشهاي 

 در مقایسه با گروه     D3ویتامین  درمان شده با EAEمبتلا به 
همچنین با ). 1شکل (ه بطور قابل توجهی کمتر بود درمان نشد

لهاي ارتشاح شمارش تقریبی سلولهاي ارتشاح یافته در مح
مشخص گردید که میانگین تعداد سلولها در محل ارتشاح در 

در مقایسه با ) 63±13( درمان شده EAEموشهاي مبتلا به 
   .)>01/0p (کمتر است) 120±20(گروه درمان نشده 

  
) الف(مقایسه ارتشاح سلولی در مغز موشهاي سالم  ـ1شکل شماره 

 و درمان شده با ویتامین) ب( درمان نشده EAEو موشهاي مبتلا به 
نمونه ها با روش .  میکرون از مغز تهیه گردید8برشها با قطر ). ج(

بررسی  )10×10( گنماییر ائوزین رنگ آمیزي و با بز-هماتوکسیلین
  دشدن

 
  بحث و نتیجه گیري

بیماري مولتیپل اسکلروزیس و آنسفالومیلیت خود ایمن 
 از دسته بیماریهاي )مدل حیوانی مولتیپل اسکلروزیس(تجربی 

التهابی هستند که با ارتشاح لکوسیتی به بافت مغز و نخاع 
سلولهاي ارتشاح یافته به بافت مغزي موجب ایجاد . همراه است

واکنشهاي التهابی در بافت مغزي شده و سبب تخریب میلین 
شدت ضایعات به میزان ارتشاح سلولی بستگی . می شوند

  ).1-3(دارد
به D3  ویتامین ر نشان داد که تجویز نتایج مطالعه حاض

 باعث کاهش شدت علائم کلینیکی EAEموش هاي مبتلا به 
همچنین در این گروه مرحله شروع یا حمله . بیماري می گردد

خیر همراه با تأ) درمان نشده(با گروه کنترل بیماري در مقایسه 

 الف

 ج

 ب
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با بررسی برشهاي مغزي نیز مشخص گردید که تعداد . است
رتشاح و همچنین تعداد سلولهاي ارتشاح یافته به مغز مکانهاي ا

 قرار داشتند به D3   ویتامین در موشهاي که تحت درمان با 
. طور قابل توجهی در مقایسه با گروه درمان نشده کمتر است

این نتایج نشان داد که بین شدت بیماري و میزان ارتشاح 
به مغز علت کاهش ارتشاح سلولی . سلولی ارتباط وجود دارد

 بودند،  D3ویتامین تحت درمان با   کهEAEموشهاي مبتلا به 
  .مشخص نیست

 در D3ویتامین  یافته هاي قبلی نشان می دهد که 
 ممکن D3ویتامین  ).19(تعدیل پاسخهاي ایمنی نقش دارد 

است با مهار تولید سیتوکاین هاي التهابی باعث کاهش 
ی گزارشات نشان برخ. فراخوانی سلولی به محل التهاب گردد

 IL-2 و IFN-γسبب کاهش تولید  D3 ویتامینمی دهد که 
 این سیتوکاینها در تکثیر سلولی نقش دارند و ).20( می شود

کاهش این سیتوکاین ها باعث کاهش تکثیر سلولی در محل 
  ).22، 21(التهاب می شود

 با القا  D3ویتامین برخی گزارشات حاکی از آن است که 
یکی از دلایل ). 7(دیل پاسخهاي ایمنی نقش دارد در تعوپتوزپآ

در موشهاي تحت درمان با  کاهش ارتشاح سلولی به مغز
سلولهاي وز تپوآپممکن است ناشی از افزایش D3   ویتامین 

این احتمال را نیز می توان . ارتشاح یافته به بافت مغزي باشد
مکن است با تأثیر بر روي سد  مD3مطرح نمود که ویتامین 

مغزي و افزایش پایداري این سد، سبب کاهش ارتشاح ونی ـ خ
 در مهار D3در هر صورت مکانیسم دقیق ویتامین . سلولی گردد

 و کاهش ارتشاح سلولی مشخص نیست و نیاز به EAEبیماري 
  .مطالعات بیشتري در این زمینه دارد

 با کاهش ارتشاح سلولی به بافت  D3ویتامین در مجموع 
خیر أ جلوگیري می کند و باعث تEAEبیماري مغز از پیشرفت 

   به نظر .در شروع بیماري و کاهش شدت بیماري می شود
 بتواند در درمان بیماریهاي التهابی از  D3ویتامین می رسد که 

جمله مولتیپل اسکلروزیس که با ارتشاح سلولی به داخل بافت 
  .همراه است، مفید باشد

  تقدیر و تشکر
تحقیقاتی مصوب معاونت پژوهشی این مقاله حاصل طرح 

دانشگاه علوم پزشکی اراك می باشد که بدینوسیله از زحمات 
همه همکاران محترم آن معاونت و شوراي محترم پژوهشی 

  .تشکر و قدردانی می نماییم
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