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Abstract 
 

Background and purpose: Myelin-producing oligodendrocytes play a key role in supporting 

normal neuronal function of the mammalian central nervous system (CNS). Formation of myelinating 

oligodendrocytes from their precursors requires activation and coordination of a set of stage-specific 

transcriptional regulators that are important for the biosynthesis of myelin components. Olig2 plays an 

important role in oligodendrocyte differentiation, myelination and remyelination. Some studies indicated 

the importance of Vitamin B12 in the immunotherapies for MS patients. This study investigated the 

effects of Vitamin B12 on total protein concentration (TPC) and Olig2 expression in the cerebral cortex. 

Materials and methods: Thirty mice were divided into three groups (n=10 in each group). The 

first group received Vitamin B12 injections (50 µg dissolved in normal saline) once a week for three 

weeks. Normal saline injection was done for the second group and the third group was left without 

injection as the control group. In this study we investigated the role of vitamin B12 on TPC and Olig2 

expression in the cerebral cortex using Bio-Rad protein assay based on the Bradford dye procedure and 

Western Blot, respectively. 

Results: The results showed that TPC and Olig2 expression in the cerebral cortex increased in 

the group injected with vitamin B12 compared with those of the control group. 

Conclusion: It is believed that vitamin B12 may play a key role in myelination in the CNS by 

increasing Olig2 expression and thus oligodendrocytes differentiation. 
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  و غلظت كل پروتئين Olig2بر بيان  B12اثر ويتامين 
  در كورتكس مغز موش

  
        مجتبي اسلامي
  فرهاد مشايخي

  چكيده
نورون در سيسـتم عصـبي    از عملكردنقش مهمي در حمايت  ،ي توليدكننده ميلينها اوليگودندروسيت :سابقه و هدف

هـاي اجـدادي اليگودندروسـيت، نيازمنـد فعاليـت       يلـين سـاز از سـلول   هـاي م  ايجاد اليگودندروسيت. دنكن ايفا ميپستانداران 
نقـش  نيز  Olig2فاكتور رونويسي . كه براي ساخت اجزائ ميلين ضروري هستند هاي رونويسي است كننده گروهي از تنظيم

 B12ت كـه ويتـامين   نشان داده شده اس. بر عهده دارددر تمايز اليگودندروسيت، ميلين سازي و ايجاد دوباره ميلين را مهمي 
بر غلظت كل پروتئين و  B12اثر ويتامين  ،در اين مطالعه. باشد بيماران مبتلا به مالتيپل اسكلروزيس مهم ميدر ايمني درماني 

  .مورد بررسي قرار گرفتدر كورتكس مغز  Olig2بيان 
هـا بـه سـه گـروه ده      موش .دموش آزمايشگاهي انجام ش 30كمي بوده كه بر روي  -اين مطالعه كيفي :ها مواد و روش
بـه   و B12ميكروگـرم ويتـامين    50به گروه اول مقـدار  . انجام شد نوبتاي يك  سه هفته و هفته بدونها  تايي تقسيم و تزريق

. عنوان گروه كنترل بوده و هيچ گونه تزريقـي در آن هـا صـورت نگرفـت    گروه سوم  .شدگروه دوم سرم فيزيولوژي تزريق 
هـاي   هـا بـا اسـتفاده از روش    موشكورتكس مغز در  Olig2بر غلظت كل پروتئين و بيان  B12يتامين نقش و ،در اين تحقيق

  .مورد مطالعه قرار گرفتو وسترن بلات  )Bio-Radبر اساس سنجش (برادفورد 
تكس و غلظت كلي پروتئين، در عصاره كور Olig2نتايج حاصله از برادفورد و وسترن بلات نشان داد كه بيان  :ها يافته
 .يافته است يدار افزايش معني ،نسبت به گروه كنترل B12هاي تزريق شده با ويتامين  مغز نمونه

و در نهايـت تمـايز    Olig2از طريـق افـزايش بيـان     احتمـالاً  B12تـوان نتيجـه گرفـت كـه ويتـامين       بنابراين مي :استنتاج
  .كند يفا مينقش مهمي را در ميلين سازي دستگاه عصبي مركزي ا ،اليگودندروسيتي

  

  ، كورتكس مغزB12 ،Olig2ويتامين  :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
يـــك تركيـــب    ،كوبـــالامين يـــا  B12ويتـــامين 

تنها منبع . شود در بدن ساخته نمي كه ارگانومتاليك است
محصـولات حيـواني نظيـر گوشـت و      ،غذايي كوبالامين

در بيمـاران مبـتلا بـه     B12كـاهش ويتـامين   . لبنيات است

ميـزان ويتـامين   . )1(شـود  اسـكلروزيس ديـده مـي   مالتيپل 
B12    در سرم خون بيماران مبتلا به مالتيپـل اسـكلروزيس

منجر به تشـكيل   B12كاهش ويتامين . )2(شود نيز كم مي
  ه ـص در متيلـنق لـبه دليود كه ـش ن ميناقص پوشش ميلي
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 بـر سيسـتم عصـبي مركـزي     شدن پـروتئين اصـلي ميلـين   
Myelin basic protein (MBP)  همچنـين   .)3(باشـد  مـي

 يتـامين با ضشـروع وقـايع اتوايميـون، ايـن و     ممكن است
بـه عـلاوه، مطالعـات    . باعث نقص در تشكيل ميلين شـود 

بـر   ياثرات مهم،  B12دهد كه ويتامين  ديگري نشان مي
و باعث تنظيم فعاليـت سـايتوكاين    گذاشتهسيستم ايمني 
ــر   ــايي نظي ــود  TNF-αه ــي ش ــاهش  . )5، 4(م ــابراين ك بن

ينـدهاي التهـابي و از   آباعث بـدتر شـدن فر   B12ويتامين 
دوباره  تشكيللين و همچنين كاهش روند دست رفتن مي
نقـش   B12اگرچـه ويتـامين   . شـود  مـي آن ميلين و ترميم 

كنـد ولـي    مهمي در بيماري مالتيپل اسكلروزيس ايفا مـي 
با اين حال . )6(مكانسيم مولكولي آن مشخص نشده است

نقــص در  دهــد كــه احتمــالاً مطالعــات جديــد نشــان مــي
 يميـان فاكتورهـاي  بـرهم زدن تعـادل    باعث B12ويتامين 

منجـر بـه آسـيب    مـي گـردد و ايـن     رشد و سيتوكاين ها
كند كه  اين مطالعات پيشنهاد مي. شود صفحات ميلين مي
سبب افـزايش سـنتز و بـالا رفـتن     ، B12نقص در ويتامين 

 شـده  TNF-αماننـد   (Myelinotoxic)ميزان فاكتورهاي 
و از طـرف ديگـر منجـر بـه      كه بـراي ميلـين سـمي بـوده    

سنتز و پـايين رفـتن ميـزان فاكتورهـاي تروفيـك      كاهش 
و فـاكتور   6-مانند اينترلوكين  (Myelinotrophic) ميلين

مـي   Epidermal growth factor (EGF)( رشد اپيدرمي
مجموعه اين وقايع سبب آسيب در ميلـين سيسـتم    .گردد

 مطالعــات نشــان مــي دهــد .)7(شــود عصــبي مركــزي مــي
شـود   هـايي مـي   بيماريباعث ايجاد  B12كاهش ويتامين 

. اســت) Demyelination(همــراه كـه بــا تخريــب ميلــين  
ــامين  ــدن    B12ويت ــه ش ــراي متيل ــا DNAب ــي ه  و ، چرب
در پـروتئين اصـلي ميلـين     .)3(هـا ضـروري اسـت    پروتئين
در موقعيـت  اسـت كـه   آرژنـين   -داراي يك متيلانسان، 

مسئول تماميت و  ،متيله شدن اين پروتئين. قرار دارد 107
نقص در و  B12كمبود ويتامين  .ميلين مي باشداري پايد

ايجاد فرم ناقص يـا ناپايـدار    منجر بهتواند  مي ،متيله شدن
هـا در   اوليگودندروسـيت . )12(پروتئين اصلي ميلين شـود 

هـاي   ايجاد اوليگودندروسيت .)13(نقش دارند MBPبيان 

ــلول   ــين از ســ ــده ميلــ ــد كننــ ــدادي   توليــ ــاي اجــ هــ
 Oligodendrocyte progenitor ،اوليگودندروسيت هـا 

cells (OPCs) (  اي  نيازمند فعال شدن و همـاهنگي دسـته
هاي كپي برداري است كه بـراي بيوسـنتز    از تنظيم كننده

فـاكتور هـاي كپـي بـرداري     . )14(اجزا ميلـين مهـم اسـت   
Olig1  وOlig2،    ــايز ــي در تمــــــ ــش مهمــــــ نقــــــ

ــيت ــا اوليگودندروس ــين  ،ه ــد ميل و  (Myelination) تولي
ايفـا مـي   ) Reyelination(ن توليـد دوبـاره ميلـين    همچني
هاي ناشي از تخريب ميلين در سيسـتم   دنبال بيماري. كند

، هــا توســط اوليگودندروســيت Olig1 ،عصــبي مركــزي
همچنـين در ايجـاد دوبـاره    نقش مهمي در توليد ميلين و 

در تكـوين لـولي و تمـايز     Olig2 .)16(كند ميلين بازي مي
  .نقش دارد

براي تمايز سـلول   olig2خير نشان داد كه مطالعات ا
ضــروري  ،هــاي گليــا در طــي تكــوين و بعــد از آســيب 

طور ه ب Olig2 در طي رشد و نمو و پس از آن، .باشد مي
شـود   وسيعي در سرتاسر سيستم عصبي مركزي بيـان مـي  

هاي متعـددي   نقشاين فاكتور كه حاكي از آن است كه 
 .)17(عهـده دارد بر در تمام مناطق سيستم عصبي مركزي 

در  B12طور كلـي بـا در نظـر گـرفتن نقـش ويتـامين       ه ب
ها و با توجه به اعمال  توليد ميلين توسط اليگودندروسيت

Olig2      در تمــــايز ســــلول هــــاي نوروگليــــا نظيــــر
ــرات    ــه بررســي اث ــق ب ــن تحقي اوليگودندروســيت، در اي

در  Olig2در بيـان فـاكتور كپـي بـرداري     ، B12ويتامين 
  .ركزي پرداخته شده استسيستم عصبي م

  

  ها روش مواد و
به منظور بررسي اثر كيفي بوده و  -اين مطالعه كمي

آزمايشگاهي  هاي از موش ، Olig2بيان بر  B12ويتامين 
ها در اتاق حيوانات گروه  موش. استفاده شد Balb/cنژاد 

زيست شناسي دانشكده علوم دانشگاه گـيلان نگهـداري   
گـراد و تنـاوب نـوري     سانتيدرجه  22دماي اتاق . شدند

ــد  12:12 ــيم ش ــاعت تنظ ــار  . س ــز در اختي ــذا و آب ني غ
در تمـام آزمايشـات ملاحظـات    . هـا قـرار داده شـد    موش
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بــراي انجــام آزمايشــات از . اخلاقــي در نظــر گرفتــه شــد
اي استفاده گرديد ودر سه گروه  هفته 6هاي نر بالغ  موش

اده براي هر گـروه ده مـوش اسـتف   . مجزا نگهداري شدند
اي يـك   هـا بـراي سـه هفتـه و هفتـه      تزريـق . )n= 30( شد

ميكروگــرم  50بــه گــروه اول مقــدار . انجــام شــد نوبــت
به گـروه دوم   و محلول در سرم فيزيولوژي B12ويتامين 

بـه  . صورت داخل عضلاني تزريق شـد  هسرم فيزيولوژي ب
سه ). گروه كنترل(گونه تزريق انجام نشد  گروه سوم هيچ
 سـديم نپتوباريتـال  هـا بـا    ، مـوش ولين تزريقهفته بعد از ا

صـورت   هبكه يلوگرم وزن بدن كميلي گرم بر  60توسط 
سپس كـورتكس   شدندبيهوش  تزريق شد داخل صفاقي

در ظــرف حــاوي ســرم فيزيولــوژي  كغــز آن هــا جــدا و
 بـه قطعــات ريـز تقســيم   ســپس شــو داده شـدند و  شسـت 
 جهت تهيـه عصـاره، كـورتكس مغـز در بـافر ليـز       .شدند

ميلـي ليتـر بـافر ليـز      5/0و در  نمونه هـا . كننده ليز گرديد
 150mMNacl, 1.0% Np40,20 mM) كننده پـروتئين 

(Tris(pH.7.5),5mM EDTA    بــه همــراه مهاركننــده
) Roche Diagnostic Ltd, West Sussex,Uk(پروتئاز 

ــد  ــرار داده ش ــ ندق ــيون  هو ب ــانيكي و سونيكاس ــور مك  ،ط
وژ يبعـد از سـانتريف  . نددصـورت همـوژن در آورده ش ـ   هب

نگهـداري   C° 70كردن، عصاره هاي پروتئين جدا و در 
  .ندشد

بـا روش برادفـورد    ،غلظت كل پـروتئين در عصـاره  
)Bradford (براي آناليز ميزان بيـان  . انجام شدOlig2 ، از

براي وسترن بلات، عصاره هـا  . وسترن بلات استفاده شد
 Sodium dodecyl 3.2( درصد SDS 2/3با بافر حاوي 

sulfate( ــرول ــد 15، گليس ــل  -β، درص  8/2مركاپتواتان
. ندمخلـوط شـد   درصـد  0015/0مولار و بروموفنول آبي 

 ها بر روي ژل الكتروفورز پلي آكريـل آميـد   سپس نمونه
)SDS-PAGE (15  نددرصد قرار داده شـد )Bio-Rad, 

Milan, Italy (سپس . و بر اساس روش لاملي جدا شدند
بــه صــفحات   ،جــدا شــده بــر روي ژل   هــاي پــروتئين

 بودند و ميكرومتر 45/0اندازه منفذ كه داراي نيتروسلولز 
بعـد از  . گرديدندمنتقل تهيه شدند،  Bio-Radاز شركت 

سالين بافر (ساعت انكوباسيون در محلول بلوكه كننده  2
، صـفحه نيتـرو   )درصـد شـير خشـك    5فسفات به همـراه  

بـادي   حـاوي آنتـي  ساعت در محلـول   24 به مدتسلولز 
بـا غلظـت   ) Abcamشركت ( Olig2مونوكلونال بر عليه 

بـه  ها  سپس نمونه. قرار داده شد C°4در دماي و  1:1000
   بيــــوتين -ســــاعت در كمــــپلكس اويــــدين 2 مــــدت

)Vector Lab., Peterborough, UK ( بعد . گرفتندقرار
ــهاز آن  ــدين  نمونـــ ــا دي آمينوبنزيـــ ــا بـــ   )DAB( هـــ

)Vector Lab., UK (آميزي شده و بـراي بررسـي    رنگ
ــروتئين ــرم افــزار   غلظــت پ ــدها از ن  Metaviewهــا در بان

  .به عنوان كنترل استفاده شدنيز توبولين - βاز . استفاده شد
 ــ: آنــاليز آمــاري صــورت  هتمــام نتــايج ارائــه شــده ب

Mean±SEM در تمـام آزمايشـات حـداقل    . محاسبه شد
آناليز آمـاري   .مورد استفاده قرار گرفت ،نمونه 20تعداد 

ــتفاده از  ــا اس ــد انجــام  student’s t-testب ــطگردي   و فق
05/0 ≤P به عنوان معني دار در نظر گرفته شد.  

  

  ها يافته
  غلظت كل پروتئين

ميانگين غلظت كل پـروتئين در عصـاره كـورتكس    
ــامين   ــا ويت ) گــروه اول( B12مغــز گــروه تزريــق شــده ب

شده با سرم گرم در ليتر و در گروه تزريق  12/4±88/27
گرم در ليتـر و در   36/14±88/1) گروه دوم(فيزيولوژي 

گـرم در   25/15±51/1) گـروه سـوم  (گروه بدون تزريق 
آنـاليز آمـاري نشــان داد كـه افــزايش    . ليتـر محاسـبه شــد  

غلظت كل پروتئين گروه اول در مقايسه بـا گـروه دوم و   
ولي مقايسـه گـروه   ) p>01/0(معني دار بوده  ،گروه سوم

دار  ين ـگروه سـوم نشـان دهنـده عـدم اخـتلاف مع      دوم و
  ).p <05/0(باشد  مي

  
غز با اسـتفاده از  در كورتكس م Olig2بررسي بيان نسبي 
 روش وسترن بلات

ها با اسـتفاده از ژل   هاي كورتكس مغز موش عصاره
. مورد بررسـي قـرار گرفـت   ) SDS-PAGE(الكتروفورز 
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قـرار   درصـد  15عصاره ها بر روي ژل پلي آكريل آميـد  
به منظـور بررسـي بيـان    شد و  و الكتروفورز انجام گرفت
Olig2 از وسترن بـلات   ،در عصاره كورتكس مغز موش

در سه گروه بـا اسـتفاده از    Olig2بيان نسبي . استفاده شد
محاسبه و محاسبات آمـاري انجـام    Metaviewنرم افزار 

در  Olig2ميانگين بيان نسبي ). 2و  1 تصاوير شماره(شد 
، گروه تزريـق شـده بـا    B12ه تزريق شده با ويتامين گرو

، 83/21 ±44/4سرم فيزيولوژي و گروه كنترل به ترتيب 
نتـايج نشـان داد   . باشد مي 16/12±92/2، و 73/2±50/13

كه بيان نسبي اين پروتئين در گروه تزريق شده با ويتامين 
B12  نسبت به گروه تزريق شده با سرم فيزيولوژي و گـروه 
در  ).p<002/0(باشـد   دار مـي  افزايش معني ،تزريق بدون
ــا ســرم    حــالي ــين دو گــروه تزريــق شــده ب كــه تفــاوت ب

  .)=p 43/0(باشد  نميدار  فيزيولوژي و كنترل معني
  

  
  

ر در عصاره مغز موش هاي بـالغ ن ـ  Olig2بيان پروتئين  :1تصوير شماره 
و نمونـه تزريـق شـده بـا سـرم      ) 1چاهـك  ( B12تزريق شده با ويتامين 

بيـان بتـا توبـولين    ). 3چاهـك  ( و نمونه كنتـرل ) 2چاهك (فيزيولوژي 
در نظـر گرفتـه   (loading control)  به عنـوان كنتـرل  ) كيلو دالتون 50(

  .شده است
  

  
  

تزريق هاي  در عصاره مغز در نمونه Olig2بيان نسبي  :2تصوير شماره 
افزايش . و تزريق شده با سرم فيزيولوژي و كنترل B12شده با ويتامين 

مقايسه در  B12هاي تزريق شده با ويتامين  در نمونه Olig2بيان نسبي 
آزمايشات  هاي شدت سيگنال. هاي ديگر مشخص است با گروه

 .ايمونوبلاتينگ نمونه ها توسط آناليز هاي دانسيتومتري تعيين شد

  بحث
در  B12نتــايج ايــن تحقيــق نشــان داد كــه ويتــامين  

داري در بيـان   باعث افزايش معنـي  ،كورتكس مغز موش
Olig2     و غلظت كل پروتئين در مقايسه بـا گـروه كنتـرل

در هاي ناشـي از تخريـب ميلـين     به دنبال بيماري .شود مي
ها  توسط اوليگو وندوسيت Olig2 سيستم عصبي مركزي

 و تشـكيل مجـدد ميلـين ايفـا    نقش مهمي در توليد ميلين 
هـاي توليدكننـده ميلـين     اوليگودندروسـيت . )16(كنـد  مي

هـاي سيسـتم    ال طبيعي نوروننقش مهمي در حمايت اعم
ــتانداران دار  ــزي پســـ ــبي مركـــ ــعصـــ ــاد . دنـــ ايجـــ

هـاي   هاي توليدكننـده ميلـين از سـلول    اوليگودندروسيت
نيازمنـد فعـال شـدن و همـاهنگي تنظـيم       ،ها پيش ساز آن

هاي كپي برداري است كه براي بيوسنتز ميلين مهم  كننده
ــد  ــي باشـ ــاد    . )14(مـ ــولي ايجـ ــاي مولكـ ــم هـ مكانيسـ
وســيت هــاي فعــال و توليــد كننــده ميلــين در اوليگودندر

ــد  ــ ،سيســتم عصــبي مركــزي بعــد از تول طــور كامــل ه ب
در ميـــان ايـــن فـــاكتور هـــاي . نشـــده اســـتمشـــخص 

در سرتاسر سيسـتم عصـبي مركـزي     Olig2برداري،  كپي
. )18(دهد هاي مهمي را در مغز انجام مي بيان شده و نقش

ادر ق ـ +Olig2سـاز   هـاي پـيش   نشان داده شده كـه سـلول  
تمـايز  بـه اليگودندروسـيت هـا و آستروسـيت هـا      هستند 
ها حذف شده  در آن Olig2هايي كه ژن  موش. )19(يابند
هــاي اجــدادي  فاقــد اوليگودندروســيت يــا ســلول ،اســت

در سرتاسـر سيسـتم عصـبي مركـزي      ،اوليگودندروسيت
در تمـام  كـه   دهنده آن اسـت بوده لذا اين موضوع نشان 

طور مثبت باعث ه ب Olig2 ،مناطق سيستم عصبي مركزي
 Olig2فقـدان   ).20(شـود  هـا مـي   تنظيم اوليگودندروسيت

باعــث كــاهش آستروســيت هــا در دوران جنينــي  ،فعــال
دهد  همچنين مطالعات متعدد ديگر نشان مي. )17(شود مي
هاي  در ايجاد اوليگودندروسيترا نقش مهمي  olig2كه 

 .)21، 20(برعهده دارد ،هاي مغزي فعال بعد از آسيب

دهد كه بيماران با كمبود ويتـامين   مطالعات نشان مي
B12 داراي خصوصـيات   ،و بيماري مالتيپل اسكلروزيس

اين ويتامين بـه عنـوان   . پاتوفيزيولوژيكي مشتركي هستند
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كوفاكتور در توليـد ميلـين نقـش داشـته و داراي اثـرات      
اما مطالعات  ،)22(باشد ميتنظيم كنندگي بر سيستم ايمني 

و  B12دهد كه ارتباطي بين ميزان ويتامين  يگر نشان ميد
در ايـن   .)23(اسـكلروزيس وجـود نـدارد    مالتيپـل بيماري 

در  olig2بــر بيــان  B12تحقيــق بــه بررســي اثــر ويتــامين 
مطالعات زيادي نشان . كورتكس مغز پرداخته شده است

رابطه تخريب ميلين  وكمبود اين ويتامين بين دهد كه  مي
نقـش مهمـي در رابطـه بـا      B12ويتـامين  . رداي وجود دا

نشان داده شـده اسـت   . بيماري مالتيپل اسكلروزيس دارد
ثير بر سيستم ايمني و تنظـيم فعاليـت   أبا ت ،كه اين ويتامين

در بيمــاري مالتيپــل اســكلروزيس نقــش  ،هــا ســايتوكاين
باعـث  ، B12مطالعه حاضـر نشـان داد كـه ويتـامين     . دارد

در كـورتكس   Olig2ن و بيان افزايش غلظت كل پروتئي
افزايش غلظت كل پروتئين در گـروه   با توجه به. شود مي

احتمـالاً  رسـد كـه    به نظر مي، B12ويتامين  تزريق شده با
. )24(داردبر روي دستگاه سنتز پـروتئين اثـر    ،اين ويتامين

به عنوان يك  Olig2نقش مهم از طرف ديگر با توجه به 
 هاي و بلوغ اوليگودندروسيت فاكتور كپي برداري در تمايز

بـا   B12رسـد كـه ويتـامين     نظـر مـي   هسنتز كننده ميلين، ب
هـاي اجـدادي    باعـث تمـايز سـلول   ، Olig2افزايش بيـان  

هاي بـالغ شـده و    ها به اليگودندروسيت اوليگودندروسيت
مطالعـات  . كنـد  از اين طريق به توليـد ميلـين كمـك مـي    

ث بيـان پـروتئين   باع B12دهد كه ويتامين  ديگر نشان مي
  .)25(شود اصلي ميلين و در نتيجه توليد بيشتر ميلين مي

بنـابر نتـايج   گيـري كـرد كـه     توان نتيجه در پايان مي
در اثـر   Olig2حاصل از اين تحقيق مبني بر افزايش بيـان  

بر توليد  B12و همچنين اثر ويتامين  B12تزريق ويتامين 
ايـن ويتـامين    گيري كرد كه احتمالاً توان نتيجه مي ،ميلين

هـاي اجـدادي اوليگودندروسـيت و     با تمايز بيشتر سـلول 
يند ميلين سازي آبر فر ،ها ها به اليگودندروسيت تبديل آن

  .درثير داأت

  
  سپاسگزاري

از دانشگاه گيلان به جهت پشـتيباني مـالي قـدرداني    
 .نماييم مي
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