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بر يادگيري و حافظه فضايي در تشكيلات هيپوكمپ موش  D3و  Eهاي  بررسي تجويز توام ويتامين
 صحرايي به دنبال دميليناسيون ناشي از اتيديوم برومايد

  
  
  

   19/6/1391 :رشيپذ خيتار؛   4/5/1391:مقاله افتيدر خيتار

  
گيري چندين نوع حافظه از جمله  شي از سيستم ليمبيك داراي نقش اساسي در شكلمپ به عنوان بخهيپوك :زمينه و هدف

و  )ام اس(مولتيپـل اسـكلروزيس   اختلالات شناختي و حافظـه در بيمـاران    از يمتعددهاي  گزارش. باشد حافظه فضايي مي
تجـويز   تـأثير العه بررسـي  هدف اين مط .منتشر شده است D3و  Eي ها ي و بازسازي عصبي ويتاميناكسيدان آنتيهاي  نقش

بر يادگيري و حافظه فضايي در تشكيلات هيپوكمپ موش صحرايي به دنبال دميليناسيون ناشـي   D3و  Eهاي  توام ويتامين
  . باشد مي از اتيديوم برومايد

اه حيـوان در دسـتگ  سـر  . با تزريق داخل صفاقي كلرات هيدرات بيهـوش شـدند  ويستار نر نژاد هاي  موش :ها مواد و روش
هـاي   آزمـايش  .ميكروليتر اتيديوم برومايد در داخل ژيروس دندانه دار هيپوكمپ تزريق شـد  3ثابت گرديد و  استريوتاكسي

 و از. روز انجـام شـد   7بـراي  ) µg/kg5 ( D3و ) E ) mg/kg100داخل صفاقي ويتـامين هـاي  توام تجويز  پس ازرفتاري 
روز با سكوي پنهان براي ارزيابي يـادگيري و حافظـه    4بدين صورت كه  .استفاده شد آبي موريس مازروزه  5العمل  دستور

  .فضايي و روز پنجم با سكوي آشكار براي ارزيابي هماهنگي حسي حركتي
مسـافت طـي شـده بـراي      معنـادار موجب كـاهش   D3و  Eاين مطالعه نشان داد كه تجويز توام ويتامين هاي نتايج: ها يافته

تاخير زماني براي يافتن سكو و سرعت شـناي  هاي  گروه ضايعه شد درصورتي كه شاخصحيوان به سكو نسبت به رسيدن 
  .ي را نشان ندادمعنادارنسبت به گروه ضايعه اختلاف  حيوان
از طريق حفاظت عصبي موجب افزايش اندكي در يادگيري و حافظه فضـايي   احتمالاَها  ويتامين تجويز بنابراين :گيري نتيجه
   .گرددمي 

  
  ، حافظه فضاييD3، ويتامين Eمولتيپل اسكلروزيس، يادگيري، ويتامين  :يديكلمات كل

  
 
   مقدمه

هاي عصبي در انسان است  ترين بيماري يكي از شايع MSبيماري 
در زنـان  (كه با فراواني قابل توجهي در اوايل بزرگسالي بروز مي كند 

فقـدان   فلـج، : عبارتنـد از  آنترين علائم  و مهم) برابر مردان تا سه دو
ايـن بيمـاري   . حس، خستگي، نقايص شـناختي و اخـتلالات بينـايي   

اثـر فعاليـت سيسـتم ايمنـي باعـث       دردميلينه كننده و التهابي مزمن، 
يكـي از عـوارض   . دگـرد  التهاب بافتي و مرگ سلول هاي عصبي مـي 

ــاري  ــيون MSبيم ــس از  دميليناس ــه پ ــت ك ــروز  اس ــداري ب آن، مق
  1.دشو مي هدهمشاخودبخودي نيز  رميليناسيون

دميليناسيون ناشي از مواد شيميايي مدل مناسـبي جهـت بررسـي    
اتفاق  MSهاي دميلينه كننده مانند  تغييرات سلولي است كه در بيماري

مـدل سـاده و قابـل تكـراري      برومايد تزريق مستقيم اتيديوم. افتد مي
رميليناسـيون و تـرميم   دميليناسيون، توان فرآيندهاي  است كه با آن مي

آسـيب اليگودندروسـيتي ناشـي از اتيـديوم      3و2.عصبي را بررسي كرد
در  5و4،گردد برومايد موجب يك دميليناسيون اوليه در محل تزريق مي

  7و6.گردد واقع اتيديوم برومايد موجب مرگ سلولي مي
ايـن  . باشـد  مي CNSهيپوكمپ مركز اصلي يادگيري و حافظه در 

مي بســيار حســاس و هــاي نورولوژيــك و ايســك محــل بــه بيمــاري

چكيده
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همچنـين جايگـاهي بـراي صـدمات اكسـيداتيو       8.باشد پذير مي آسيب
درصـد اخـتلال    60 -25حاكي از بروز ها  گزارش 9.شود محسوب مي

دار هيپوكمـپ بـه    ژيروس دندانـه  10.باشد مي MSشناختي در بيماران 
توانايي تكثيـر و تمـايز    (NSCs) هاي بنيادي عصبي دليل داشتن سلول

بنـابراين   11.كنـد  رتاسر عمر جوندگان و حتي انسان حفظ مـي را در س
و همچنين قابليـت بازسـازي ناحيـة    ري به دليل آسيب پذي هيپوكمپ

فراينـدهاي يـادگيري،   هـاي دخيـل در    مكانيسم مناسبي جهت مطالعه
يادگيري به صورت تغيير رفتار در . حافظه و ترميم عصبي خواهد بود

مـي شـود و حافظـه توانـائي      نتيجه كسب تجربيـات جديـد تعريـف   
حافظـه بـه عنـوان توانـائي     . بازخواني تجربيات آموختـه شـده اسـت   

 12.بازخواني اطلاعات يك جزء ضروري يادگيري محسوب مي شـود 
هاي فعـال اكسـيژن تحـت     آوري كننده گونه به عنوان جمع Eويتامين 
اكسـيداني   فعاليـت آنتـي  . كنـد  عمـل مـي   in vitroو  in vivoشـرايط  

تي ناشـي از  از طريق جلـوگيري از آسـيب اكسـيداتيو بـاف     Eين ويتام
گيرد و از اين طريق اثر حفاظتي خود را  مي صورتهاي آزاد  راديكال
در مطالعـات   MSدر بيمـاري   Dنقـش ويتـامين    13.گذارد مي بر جاي

موجب  D3ويتامين  15و14.ه استژنتيكي و اپيدميولوژيك مشخص شد
اگرچـه ويتـامين    17و16.شود مي MSي مدل حيواني بيماركاهش علائم 

D  در كنترل علائم بيماريMS شـود، امـا مكانيسـم عمـل      استفاده مي
در ايـن  بنابراين بر آن شـديم تـا   . دقيق آنها به خوبي مشخص نيست

بـر يـادگيري و حافظـه     D3و  Eهـاي   مطالعه اثر تجويز توام ويتـامين 
ميليناسـيون  فضايي در تشكيلات هيپوكمپ موش صحرايي به دنبال د

  .را بررسي نماييم ناشي از اتيديوم برومايد
  

  ها مواد و روش
، گرم 250-200صحرايي نژاد ويستاردر محدوده وزني هاي  موش

پـيش  . شدند ، از انستيتو پاستور ايران تهيهها مورد استفاده در آزمايش
در يك قفس، ولي پـس از آن   موشاز جراحي استريوتاكسي هر پنج 

حيوانـات در طـي آزمايشـات بطـور     . نگهداري شـدند بطور انفرادي 
 7( سـاعت 12 طول دوره نوري. آزادانه به آب و غذا دسترسي داشتند

  .ثابت بود )2±25 (C°اتاق  ، رطوبت و دماي)شب7بامداد تا 
بــا تزريــق داخــل صــفاقي     وزن كشــيپــس از هــا  مــوش

(Intraperitoneal)  كلرال هيدراتmg/Kg80  سـپس  . شـدند  بيهـوش

حيـوان   و اي دستگاه استريوتاكسي درسه جهت فضايي تنظيممحوره
موهاي پشت سر حيوان بـا يـك   . رفتدر دستگاه استريوتاكسي قرارگ

و تميـز   %70قيچي، كوتاه و پوست ناحيه توسط پنبه آغشته بـه الكـل  
حـد   از(سـانتيمتري در پوسـت جمجمـه     5/1سپس يك برش طولي 

بـا اسـتفاده از تيـغ     )فاصل دو چشم تا برآمدگي استخوان پس سـري 
هـاي روي جمجمـه كـاملاً     عضلات و بافـت . ديبيستوري ايجاد گرد

برگما، لامبدا (سطح استخوان تميز و خشك تا محل درزها  برداشته و
بـر اسـاس    ژيـروس دندانـه دار   مختصات. دينمايان گرد) و ساجيتال

 نسبت به برگما تعيين و نو واتسو سنقشه توپوگرافي اطلس پاكسينو
توسـط متـه    mm5/1 سـپس سـوراخي بـه قطـر    . شد ت گذاريعلام

 ـگرد دندانپزشكي در آن نقطه ايجاد د، پـرده سـخت شـامه بـا نـوك      ي
و يك نوبـت تزريـق اتيـديوم برومايـد بـا اسـتفاده از       سوزن برداشته 

پس از جراحي . سرنگ هميلتون در ژيروس دندانه دار صورت گرفت
رفتـاري  هـاي   زمايشآ. شد هر موش بطور انفرادي در قفس نگهداري

 ( D3 و) E ) mg/kg100هـاي   تجويز داخل صـفاقي ويتـامين   پس از
µg/kg5 (  از .روز انجـام شـد   7تـوام بـراي   و حلال دارو به صـورت 

بـدين صـورت   . استفاده شد آبي موريس مازروزه ي  5دستور العمل 
روز با سكوي پنهان براي ارزيابي يادگيري و حافظه ي فضـايي   4كه 

  .م با سكوي آشكار براي ارزيابي هماهنگي حسي حركتيو روز پنج
  

   ماز آبي موريسدر  حافظه فضايي بررسي يادگيري و
و ارتفـاع   cm 136 اي گرد وسياه با قطر مازآبي موريس حوضچه

cm 60  بود كه تا ارتفاعcm 25  با آب°C1±20 مـاز در  . دوپر مي ش ـ
اي خـارج مـازي   كه در اطراف آن علايم و نشـانه ه ـ  رداتاقي قرار دا

و از نظـر   ردوجـود دا ) مثل ساعت، پنجـره، پوسـتر، قفسـه وچـراغ    (
جغرافيايي بطور فرضي به چهار ربـع دايـره بـا فواصـل برابـر از هـم       

  س بـه قطـر  يك سكوي گرد از جـنس پلكسـي گـلا   . دوتقسيم مي ش
cm 10  زيـر سـطح آب    و يك سـانتيمتر دايره ها  ربعيكي از در مركز

يود ساطع كننده نور مادون قرمز كه توسـط يـك   يك د. مي گيردقرار 
يك دوربين ويديويي كـه   و دونوار كشي به پشت حيوان وصل مي ش

 ـنور مادون قرمز را رديابي مي ك در بالاي حوضچه نصب شده در . دن
و توسـط سيسـتم نـرم افـزاري      ها به كـامپيوتر منتقـل   نهايت، سيگنال
  .تحليل مي گردد
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  حيوانات آموزش
هـر مـوش بـه     (Hidden Platform)سكوي پنهـان  در آزمايشات 

  مــدت چهــار روز و در هــر روز يــك بلــوك و در هــر بلــوك       
در هر بلوك حيوان چهار بار و . دريچهار بار تحت آموزش قرار مي گ

كـه  ) شمال، جنوب، شرق وغـرب (بار، از هريك از جهات  فقط يك
در هـر  . دوطور تصادفي توسط كامپيوتر تعيين مي گردد، رها مي ش هب

د تا محل سكو را پيـدا كنـد،   وثانيه به موش فرصت داده مي ش 90 بار
صورت به روي سكو راهنمايي مي گردد و در هر صـورت   در غيراين

 د تـا بـر روي سـكو بمانـد و    وثانيه به حيوان فرصت داده مي ش ـ 30
  .محيط اطراف را بررسي نمايد

  
  حركتي -بررسي سلامت سيستم حسي

وتقريبـاً  اغذ آلومينيومي پوشـانده  سكو با كدر روز پنجم آزمايش 
 تا كـاملاً قابـل رؤيـت    درييك سانتيمتر بالاتر از سطح آب قرار مي گ

 (Visible Platform)بوسيله اين آزمايش، كـه سـكوي آشـكار    . باشد 
اگر حيوان قادر به يافتن سكو باشد سـلامت سيسـتم    ناميده مي شود،

هــر روز پــس از اتمــام . حركتــي حيــوان تاييــد مــي گــردد -بينــايي
  . ندوش مي آزمايشات، حيوانات خشك و به قفس منتقل

پارامترهاي مسافت طي شده توسط حيوان براي رسيدن به سـكو  
از يادگيري و حافظـه  هايي  و تاخير زماني در رسيدن به سكو شاخص

همچنين سرعت شناي حيوان نيز شاخصي . شوند مي فضايي محسوب
بنابراين با توجه به . باشد مي تي حيوانحرك -سيستم حسي يسلامت از

  .دست آمد هزير بهاي  فوق يافتههاي  ارزيابي شاخص
  

  نتايج
به عنواني (اثر آسيب دميلينه كننده ناشي از اتيديوم برومايد  -الف

خير زمـاني  أبر مسافت طي شده، ت) MSمدلي از دميليناسيون بيماري 
س از ايجاد ضـايعه  روز پ 7براي يافتن سكو و سرعت شناي حيوان، 

تزريق اتيديوم برومايد موجب افـزايش   .در هيپوكمپ موش صحرايي
توسط حيوان در مقايسه با گـروه   )>05/0p( مسافت طي شده معنادار
ي در تاخير زماني براي يافتن سـكو  معنادارشود اما اختلاف  مي كنترل

 روز پـس از ايجـاد ضـايعه مشـاهده نشـد      7و سرعت شناي حيـوان  
  ).A, B, C1 شكل(
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(C) 

بررسي اثر توكسين اتيديوم برومايد بر ميزان مسـافت طـي   . A. 1شكل 
روز پس  7شده حيوان، به عنوان شاخصي از يادگيري و حافظه فضايي، 

بررسي اثر توكسين اتيـديوم برومايـد بـر تـاخير     . B. از تزريق توكسين
صـي از يـادگيري و   زماني براي يافتن سكو توسط حيوان، به عنوان شاخ

بررسي اثـر توكسـين   . C. روز پس از تزريق توكسين 7حافظه فضايي، 
اتيديوم برومايد بر ميزان سرعت شناي حيـوان، بـه عنـوان شاخصـي از     

  .روز پس از تزريق توكسين 7حركتي حيوان،  -سلامتي حسي
* :0.05≤ p 
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(C)  

برميـزان   D3و  Eن هـاي روز تجويز توام ويتـامي  7بررسي . A). 2شكل 
مسافت طي شده توسط حيوان، به عنوان شاخصي از يادگيري و حافظـه  

بـر ميـزان    D3و  Eروز تجويز توام ويتامين هـاي  7بررسي . B). فضايي
تاخير زماني براي يافتن سـكو توسـط حيـوان، بـه عنـوان شاخصـي از       

 Eايروز تجويز توام ويتامين ه 7بررسي . C). يادگيري و حافظه فضايي
برميزان سرعت شناي حيـوان، بـه عنـوان شاخصـي از وضـعيت       D3و 

 7بـراي   D3و Eهاي  تجويز توام ويتامين. حركتي حيوان -سلامتي حسي
روز موجب كاهش معنادار مسافت طي شده توسط حيوان بـراي يـافتن   

 ـ    خير أسكو در مقايسه با گروه ضايعه شد اما موجـب كـاهش معنـادار ت
  . p ≥0.05. *: نشدزماني براي يافتن سكو 

بـر مسـافت طـي     D3و Eهاي  روز تجويز توام ويتامين 7اثر  -ب
تجـويز   :شده، تاخير زماني براي يافتن سكو و سرعت شـناي حيـوان  

مسـافت   معنادارروز موجب كاهش  7براي  D3و Eهاي  توام ويتامين
توسط حيوان براي يافتن سكو در مقايسه با گروه  )>05/0p( طي شده

خير زماني بـراي يـافتن سـكو    أت معناداراما موجب كاهش ضايعه شد 
 ,Aشكل(ي را نشان ندادمعنادارسرعت شناي حيوان نيز افزايش . نشد

B, C 2 .(  
روز نيـز در   7بـراي   D3و  Eهمچنين اثر تجويز مجزاي ويتامين 

ي در معنـادار مان مورد بررسي قـرار گرفـت و اخـتلاف     مطالعه قبلي
  ). نشان داده نشده استها  يافته(هده نشد مشاها  هيچ كدام از شاخص

  

  بحث 
 بـه داخـل هيپوكمـپ موجـب دميليناسـيون موضـعي       EBتزريق 

ابـزار   EBفرآيند دميليناسيون و رميليناسيون به دنبال تزريـق  . شود مي
هاي  مناسبي جهت مطالعة بررسي اثرات داروهاي گوناگون بر بيماري

دي از مطالعـات دميليناسـيون   تعـدا  18.دميلينه كننده مانند ام اس است
 19.مشخص كرده اسـت  MSبافت خاكستري هيپوكمپ را در بيماران 

درصد اين بيماران گزارش شـده   60تا  25همچنين اختلال حافظه در 
قبلـي مولكـولي، ميكروسـكوپ الكترونـي و     هـاي   در مطالعه 10.است

د مان انجام گرفت نقش اتيديوم بروماي بافت شناسي كه در آزمايشگاه
در ايجاد دميليناسيون و فعـال شـدن مسـير آپوپتـوز در هيپوكمـپ و      

و  Eهـاي   ويتـامين روز  7تجويز تـوام  همچنين نقش آنتي آپوپتوتيك 
D3 پژوهشـي قبلـي   هاي  بنابراين در راستاي طرح .)20( مشخص شد

 7براي  D3و  Eهاي  ويتامينتجويز توام در مطالعه رفتاري حاضر اثر 
افظـه فضـايي در تشـكيلات هيپوكمـپ مـوش      بر يـادگيري و ح روز 

رد بررسـي  ومصحرايي به دنبال دميليناسيون ناشي از اتيديوم برومايد 
  . قرارگرفت

مسافت طي شده و تاخير زماني جهـت  هاي  در اين مطالعه ميزان
. يافتن سكو به عنوان شاخص يادگيري و حافظه فضايي بررسـي شـد  

شاخصـي از وضـعيت    همچنين ميزان سرعت حركت حيوان به عنوان
   .در نظر گرفته شدحركتي  -سلامتي حسي

ميزان مسافت طي شـده توسـط حيـوان     EBروز پس از تزريق  7
 ـهـاي   افزايش يافت اما ميزان) سالين(در مقايسه با گروه كنترل  خير أت

با توجـه  . ي را نشان ندادمعنادارزماني و سرعت حركت حيوان تغيير 
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دليـل بـراي ايـن نتيجـه آغـاز رونـد        قبلي محتمل تـرين هاي  به يافته
باشـد كـه موجـب افـزايش      مـي  آپوپتوز و ايجاد آسيب در هيپوكمپ

با توجه به اينكه تزريق  ).1شكل (گردد  مي تدريجي مسافت طي شده
اتيديوم برومايد بـه صـورت محـدود در هيپوكمـپ صـورت گرفـت       

لاف انتظار اختلال حركتي را نداشتيم، از اين رو در ايـن مطالعـه اخـت   
ي در ســرعت حركــت حيــوان مشــاهده نشــد و در صــورت معنــادار

 مشاهده اختلال حركتي، حيوان مـورد نظـر از مطالعـه كنـار گذاشـته     
  . شد مي

روز موجب كاهش معني  7براي  Dو  Eهاي  تجويز توام ويتامين
ميزان مسافت طي شـده توسـط حيـوان در مقايسـه بـا گـروه كنتـرل        

تاخير زمـاني و سـرعت حركـت    هاي  نافزايش يافت اما ميزا) سالين(
تجـويز   در صورتي كه ).2شكل (ي را نشان نداد معنادارحيوان تغيير 

به تنهايي موجـب كـاهش مسـافت طـي      D3و  Eهاي  روز ويتامين 7
تزريق (شده، تاخير زماني و سرعت حركت در مقايسه با گروه ضايعه 

EB (نشد )نشان داده نشده استها  يافته( .  
مكـن اسـت بـه دليـل اثـر حفـاظتي و ضـد التهـابي         اين نتايج م

ايـن يافتـه بـا    . در برابـر آسـيب عصـبي باشـد     D3و  Eهـاي   ويتامين
متعدد محققين ديگر كه اثر ضـدالتهابي و حفاظـت عصـبي    هاي  يافته

هـاي   و بيمـاري  MSهـاي حيـواني    را در مـدل  D3و  Eهاي  ويتامين
همچنـين  . داردتحليل برنده سيستم عصبي نشـان داده انـد، مطابقـت    

را در برابر استرس  Eمطالعات متعددي نقش حفاظت عصبي ويتامين 
 13.دهد مي تحليل برنده سيستم عصبي نشانهاي  اكسيداتيو در بيماري

موش صـحرايي، موجـب كـاهش علايـم      EAEدر مدل  D3ويتامين 
EAE 15و14.شود مي  

نقــش  باشــدكه مــي  ي ضــروري در انســانذمــاده مغــ Eويتــامين 
اعمال طناب نخاعي، اعصـاب مغـزي، عملكـرد     در كسيداني آنا آنتي

شـبكيه بــه ويــژه لكــه زرد، تثبيـت غشــاي نــوروني و مهــار ســميت   
اولـين سـد دفـاعي در     Eويتامين  22و21.گلوتاماتي مشخص شده است

 ــ ــيون اس ــر پراكسيداس ــود در   يبراب ــده موج ــباع نش ــرب اش دهاي چ
از اثر   كه ناشي  باشد مي فسفوليپيدهاي غشائ سلولي و داخل سلولي

يـا  نقـش غيرمسـتقيم    .باشـد  مـي  آن نقـش مسـتقيم   ي يـا اكسيدان آنتي
نيز مطرح است كه از طريـق فعـال    Eبراي ويتامين ي اكسيدان آنتيغير

كردن تعدادي از مسيرهاي سيگنالينگ درون سلولي و يا افزايش بيـان  
هاي دخيل در روند رشد و تمايز سـلول عصـبي،    يكسري از پروتئين

مطالعات متعـددي اثـرات ضـد آپوپتـوزي و ضـد       .پذيرد مي ورتص
  23-25.را نشان داده اند Eالتهابي ويتامين 

يكي از ويتامين هـاي محلـول در چربـي اسـت كـه       D3 ويتامين
تنظـيم سيسـتم ايمنـي     در وستاز كلسـيم پلاسـمايي  محفظ هعلاوه بر

 ـ ايـن  . دارد نقـش  Tخصوصاً ايمني با واسطه سلول هاي  ه ويتـامين ب
، مغز محلـي بـراي فعـال    مغزي عبور مي كند -سهولت از سد خوني

بـا گيرنـده    D3ويتامين  .باشد مي غير فعال به فعال D3كردن ويتامين 
ــا،    ــورون ه ــا، ن ــه در اليگودندروســيت ه داخــل هســته اي خــود ك

و ماكروفاژها بيان مـي شـود تشـكيل كمـپلكس فعـال      ها  آستروسيت
هاي مرتبط با التهاب  يكسري از ژننسخه برداري را مي دهد كه بيان 

هاي  اپيدميولوژيك، ژنتيك و مدلهاي  مطالعه 27و26.را تضعيف مي كند
بـا توجـه بـه     17و16.دهنـد  نشان مي MSرا در  Dويتامين نقش  حيواني

را در رونـد بازسـازي   هـا   توان احتمال اثر اين ويتـامين  مي موارد فوق
 . ني نمودبي عصبي و نهايتا بهبود حافظه فضايي پيش

 

  گيري كلي نتيجه
قبلي مولكـولي و  هاي  يافتهبا اي  رفتاري تا اندازه نتايج اين مطالعه

از طريـق افـزايش    D3و  Eهـاي   ويتـامين . هيستولوژيك منطبـق بـود  
بازسازي عصبي در هيپوكمـپ موجـب افـزايش يـادگيري و حافظـه      

  . شود مي فضايي
  

  تقدير و تشكر
هشي دانشگاه علوم پزشكي البرز هزينه اين پژوهش از بودجه پژو

از اين رو همكاران اين طرح كمـال تشـكر و قـدرداني    . مين گرديدأت
خود را از معاونت پژوهشي دانشـگاه علـوم پزشـكي البـرز و گـروه      

 .فيزيولوژي و فارماكولوژي انستيتو پاستور ايران دارند
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