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Abstract 

 

Background and purpose: Optic neuritis is one of the appearances of Multiple Sclerosis (MS).  

Progesterone has a protective effect in central nervous system, so, in this study we aimed at investigating 

the effect of progesterone on myelin repair of the optic chiasm in male rats by studying the genes 

expression of Olig 2 (marker of oligodendrocyte precursor cells), GFAP (marker of astrocyte) and NogoA 

(axon growth inhibitor) following ethidium bromide-induced demyelination. 

Materials and methods: An experimental study was performed in which gonadectomy was 

conducted to remove endogenous sex hormones. Demyelination was induced by injection of 1 microliter 

of ethidium bromide during stereotactic surgery in the optic chiasm of rats. Then, the animals received 

1mM progesterone (ICV) for 3 and 21 days. On days 3 and 21 the Olig 2, GFAP and Nogo genes 

expression were evaluated by RT-PCR molecular study. 

Results: RT-PCR analysis indicated that ethidium bromide injection increased expressions of 

Olig2, GFAP and Nogo-A genes especially on day 21 post demyelination induction. Progesterone 

treatment decreased Olig2 and GFAP genes expression (P<0.001) and Nogo-A gene expression (P<0.01) 

compared to the ethidium bromide group on day 21 post lesion. 

Conclusion: Our data demonstrated that progesterone can cause myelin repair and axon growth 

by decreasing the expression of inhibitory genes such as Nogo-A and GFAP and enhancing 

differentiation of oligodendrocyte precursor cells to oligodendrocyte. Therefore, progesterone may exert 

neuroprotection effect on various neurological disorders including MS. 
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 ـدرانــــازنــــي مـكــــــزشـــوم پـــــلــشـــگاه عــه دانــــلــمج

 (260-231)   3114سال    بهمن   311بيست و پنجم   شماره دوره 

 261      3114، بهمن  311شماره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                           دوره بيست و پنجم،               

 پژوهشی

 روژسترون بر كياسماي بينايي موش بررسي مولكولي اثر پ

 صحرايي نر پس از القاي دميليناسيون با اتيديوم برومايد
 

       1شیوا خضری

       2ه صمدیسپید

       3فاطمه رحمانی

 2سپیده تربالی

 چكیده
اثلر  باشل.  بلا تهجله بلهملی (MS)از جمله تظاهرات بیماری مالتیپل  اکلرلریزی   درگیری عصب بینایی و هدف: سابقه
بر رین. ترمیم میللی  ناییله کیاکلمای بینلایی را اثر پریژکترین کیستم عصبی مرکزی، بر آن ش.یم تا پریژکترین در محافظتی 

)ملارکر  ,GFAPهلای پلیس کلاز ایلینهدن.ریکلیتی )ملارکر کلله  Olig 2هلای  بیلان ژن بلا بررکلینلر  صحراییهای مهش
  بررکی نماییماتی.یهم بریمای. تزریق مهضعی با دنبا  القای دمیلیناکیهن  به  )مهارکنن.ه رش. آکسهن Nogo- Aی آکتریکیتی  

زاد، جرایی گنلادیکتهمی بلر ریی های جنسی درینبه منظهر یذف ههرمهندر ای  مطالعه تجربی،  ها:مواد و روش
ریهتاکسلی در ناییله کیاکلمای میرریلیتر اتی.یهم بریمای. طی جرایی اکت 1ها انجام گرفت  برای القای دمیلیناکیهن، مهش

 ریز، 11ی  3، به مل.ت با اتی.یهم بریمای. ییهانات تحت درمان، بع. از القای دمیلیناکیهن .بینایی مهش صحرایی تزریق ش.
1mM  های ، کطح بیان ژن11ی  3پریژکترین داخ  بط  مغزی دریافت کردن.  در ریزهایOlig 2GFAP یNogo- A   بله

  ارزیابی ش. RT-PCRریش مهلرهلی 

 Nogo- Aی  Olig2،GFAPهلای مهجب افزایس بیلان ژن ق اتی.یهم بریمای.نشان دادکه تزری RT-PCRآنالیز  ها:یافته
 GFAPی  Olig2دار بیلان ژن با پریژکترین باعث کلاهس معنلیتیمار   ش. بع. از القای دمیلیناکیهن 11ریز خصهص در ه ب
(001/0< p   یNogo (01/0< p   ش.  11ریز در  گریه اتی.یهم بریمای.نسبت به 

ی افلزایس تملایز  GFAPی  Nogoهلای مهلاری تهان. با کلاهس بیلان ژننتایج ما نشان داد که پریژکترین می استنتاج:
تهانل. یااتلت ها، باعث ترمیم میلی  ی رش. آکسهن شهد ی ملیکاز ایلینهدن.ریکیتی به ایلینهدن.ریکیتهای پیسکله 

 اعما  کن.  MSهای نهریلهژیری مث  ضهعصبی را در عار
 

 پریژکترین، کیاکمای بیناییترمیم میلی ، اتی.یهم بریمای.، دمیلیناکیهن، واژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
  Multiple Sclerosis (MS)مالتیپ  اکلرلریزی  )

های عصبی در انسان اکت کله تری  بیمارییری از شایع
 کنل.رگسالی بریز میبا فرایانی قاب  تهجهی در ایای  بز

تلری  عئملم ایل  مهلم .تا که برابلر ملردان  )در زنان دی
بیماری عبارتن. از: فلج، فق.ان یل ، خسلتنی، نقلای  

 .هلکنندمیلینه بیماری ای در شناختی ی اختئلات بینایی  
 

 :sh.khezri@urmia.ac.ir E-mail                               گریه زیست شناکی، دانشر.ه علهم، دانشناه اریمیه :اریمیه -شیوا خضریمولف مسئول: 

 اکتادیار، گریه زیست شناکی، دانشر.ه علهم، دانشناه اریمیه، اریمیه، ایران  1
 یمیه، ایرانکارشناس ارش. فیزیهلهژی جانهری، گریه زیست شناکی، دانشر.ه علهم، دانشناه اریمیه، ار  1
 دانشیار، گریه زیست شناکی، دانشر.ه علهم، دانشناه اریمیه، اریمیه، ایران  3
 : 11/3/133تاریخ تصهیب :            11/3/1331 تاریخ ارجاع جهت اصئیات :          11/3/1331 تاریخ دریافت
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التهلا   ،فعالیلت کیسلتم ایمنلی به علتی التهابی مزم ، 

گلردد  میایجاد های عصبی بیماری بافتی ی مرگ کله 

هلای ایلیله تلر بیملاران از نشلانهمشرئت بینایی در بیس

بیماری اکت  دیبینی، تاری دی. ی درد یرکات چشم از 

مشرئت چشمی شایع ای  بیماری بهده که ممر  اکلت 

 دکللتناه . 1-3)دبعلل. از دیره عللهد بیمللاری برطللرف شلله

ع کللله  از چنلل.ی  نلله ،بللال   CNS) عصللبی مرکللزی

ها، تهان به نهرینها میتشری  ش.ه اکت که از جمله آن

ها ی میرریگلیاها اشلاره ها، آکتریکیتالینهدن.ریکیت

دمیلیناکلیهن اکلت  ،MSیری از علهار  بیملاری   کرد

خلهدی نیلز ه بل که پ  از آن مق.اری رمیلیناکیهن خلهد

شهد  یری از عل  ناکافی بهدن ای  رمیلیناکیهن، دی.ه می

ر ممانعتی زخم آکتریکیتی ایجاد ش.ه در مح  آکیب اث

 های اطراف مح آکتریکیت ،به عنهان یک شاخ  .اکت

  Glial Fibrillary Acidic Protein-GFAP) زخم، پلریتيی 

هلای کللهلی ایلیله رده   1).کننلرا به مق.ار زیاد بیان می

هلای آن بیلان های بنیادی که از شاخصهمشتق ش.ه از کله 

  Oligodendrocyte transcription factor 2-Olig2)  یيپلریت

باشللل.، تمایللل  زیلللادی بلللرای تبللل.ی  شللل.ن بللله ملللی

   1)الینهدن.ریکیت ی تا ی.ی بله آکتریکلیت را دارنل.

 در بیمللاری  هللای میلینللیتللری  مهارکننلل.هیرللی از مهللم

MS، Nogo-A چنلل.ی  اکللتراتری درمللانی بللرای   اکللت

هلل.ف قللرار ا ر Nogo-A، تللرمیم ضللایعات آکسللهنی

ی گیرنل.ه اش  Nogoاثلر متقابل  مهلار  کعی دری  ان.داده

هللایی کلله جلللهی یللا  اکللتراتریه تللا بلل   6)انلل.داشللته

 تللری  راه عنللهان عملل.هه گرفتنلل.، بللدمیلیناکللیهن را مللی

ایل  در یلالی اکلت کله   مهرد تهجه بهدنل. MSدرمان 

برنل. ی از دکلت هایی که رمیلینه ش.ن را پیس ملیریش

اکسهن را به ی.اق  می رکانن.، نیلز ابلزار درملانی دادن 

 باشللن.  پریژکللترین بلله گللریه نهریاکللتریمی.ها مهلم مللی

 کللاخته شللهد ی  CNS تهانلل. تهکلل یمللی  تعلللق دارد

  کللاز کللایر نهریاکللتریمی.ها قللرار گیللرد بله عنللهان پللیس

 ، سلللیکیناپ هلللایعملرردشلللام  نقلللس پریژکلللترین 

اثللر   کللتزی اکللای اثللر بللر میلللی  محافظللت نللهرینی

  EAE1 یللا MSبیمللاری پریژکللترین در ملل.  تجربللی 

(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis  

کلله  شلل.ه اکللت  نتللایج نشللان دادهدر نخللاع بررکللی 

زان یللپریژکللترین شلل.ت بیمللاری را ترللعی  کللرده ی م

دمیلینله شل.ن  تهان.میی ده. میپاکخ التهابی را کاهس 

    7)در نخاع را تقلی  ده.

تهجله بله گزارشلات مهجلهد از اثلرات یااتلت  با

ی تالایت فلایس در میلزان ابلتئی  پریژکلتریننهرینی 

، در ای  مطالعله کلعی شل.ه MSمردان ی زنان به بیماری 

 اکللت اثللر پریژکللترین بللر رینلل. تللرمیم میلللی  ناییلله 

بلا ارزیلابی  نلر بلال  صحراییهای کیاکمای بینایی مهش

کلاز هلای پلیس)مارکر کلله  Olig 2های بیان ژن میزان

ی  )ملللارکر آکتریکلللیتی  GFAPایلینهدن.ریکلللیتی ، 

Nogo A   دنبلا  القلای  بله)مهار کننل.ه رشل. آکسلهن

 تزریلللق مهضلللعی اتیللل.یهم بریمایللل. بلللادمیلیناکلللیهن 

(Ethidium Bromide -EB) بررکی گردد  
 

 مواد و روش ها
های نر نلراد ییسلتار از مهش تجربی، در ای  تحقیق

 گللرم )خریلل.اری شلل.ه از100-110محلل.یده یزنللی در 

  اکتااده شل.  آ  ی رژیلم دانشناه علهم پزشری اریمیه

ب.ین محل.یدیت در اختیلار ییهانلات  ،غذایی اکتان.ارد

کاعت ریشلنایی ی  11ای با نهر قرار گرفت  ییهان خانه

درصل. بلا  30تلا  10کاعت تاریری، رطهبلت نسلبی  11

گراد در نظر گرفته ش.   تیدرجه کان 11تا  10دمای بی  

س از پهلا به منظلهر کلازش بلا محلی ، تملامی آزملایس

اکقرار ییهانات در قا  به انجام رکلی. ی بعل. از انجلام 

انالرادی ننله داری  هلایهلا در قال ملهش ،هاجرایی

شلل.ن.  در ایلل  مطالعلله کلیلله مللهازی  اخئقللی کللار بللا 

ق ته اخئمیییهانات آزمایشناهی طبق قهانی  مصه  ک

پزشللری ی مطللابق معاهلل.ه هلسللینری  هللایدر پللریهس

که ریی ییهانات نر ای  تحقیق به جهت ای  رعایت ش. 

 هایلازم بهد ابت.ا منشاء اصلی ههرمهن ،انجام ش.ه اکت

زاد برای جلهگیری از هرگهنه ت.اخ  عم  جنسی درین
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 پژوهشی

 ،ش.  بنابرای  در همه ییهانلاتمیبا پریژکترین برداشته 

تلری  منشلاء ها یا غ.د تناکلی به عنهان اصلیهابت.اء بیر

یلذف شل.ن.  البتله زملان کلافی  ،جنسی هایههریمهن

بللرای دیره نقاهللت ی نیللز بللر طللرف شلل.ن اثللرات قبلللی 

 .جنسی رعایت گردی. هایههرمهن

  Ketamine) ییهانات با تزریق داخ  صلااقی کتلامی 

(mg/kg70 ی زایئزیللل   (Xylazine  (mg/kg10   کللله

 شل.ن.  ، بیهلهشه بهدنل.درص. رقیق ش. 3/0حله  در م

بله ریی کلطح  ،ییهان پل  از یصله  بیههشلی کامل 

صاحه فلزی دکتناه الرتریکهتر متصل  بله دکلتناه آن 

عقبی بلا اکلتااده از چسلب بلر ریی  هایقرار گرفته ی پا

صاحه فهق ثابلت شل.  پهشلس بیرله یلا اکلرریتهم بلا 

د جریللان محللله  بتللادی  ضلل. عاللهنی شلل.  بللرای ایجللا

دکتناه الرتریکهتر با یک پنبه  ،فرکانسی جهت جرایی

خللی  شلل.ه بللا آ  مقطللر کلله در زیللر دم ییللهان قللرار 

گرفت، به مل.ار الرتریکلهتر اتصلا  فیزیرلی یافلت  می

اکرریتهم در ی. فاصل  بلی  دی بیرله تهکل  چلاقهی 

رادیهفرکانسی دکتناه کلهتر در امتل.اد خل  طلهلی بله 

ی.ه ش.ه ی بافلت زیلری  آن تهکل  متر برکانتی 1 ان.ازه

هلا بله نهبلت ی بلا پن  ی با کشی.ه ش.ن ج.ا ش.  بیرله

دقت تهک  چاقهی کهتر بریل.ه شل.ه ی از بل.ن ییلهان 

ریللزی در جلل.ا گردی.نلل.  بللرای جلللهگیری از خللهن

 یاللللت کیسلللتم انعقلللادی دکلللتناه الرتریکلللهتر ایللل 

   فرللای مللهرد جرایللی بللا مللهرد اکللتااده قللرار گرفللت

 شته به بتادی  ض. عاهنی شل.ه ی بخلس خلارجی پنبه آغ

 بللا نللخ بخیلله اکللتری  بخیلله زده شلل.  دیبللاره بخللس 

  1خلللارجی محللل  جرایلللی ضللل. عالللهنی گردیللل.ه ی 

بیهتیلک آنتلی ،کیلهگرم یزن ییهانهر گرم به ازاء میلی

بله منظلهر جللهگیری از بلریز   Gentamax) جنتاماک 

ی عاهنت بله صلهرت عرلئنی بله ییلهان تزریلق شل.ه 

ات تزریللق آن بلله ملل.ت هاللت ریز ترللرار شلل.  ییهانلل

 جرایللی شلل.ه بلله طللهر اناللرادی بلله قالل  کهچللک 

 هاتلله دیره نقاهللت  1 ،انتقللا  یافتلله ی بللرای بهبللهدی

  ش. کپری هاآن

 یجرایی اکتریهتاکس
ییهانلللات بلللا تزریلللق داخللل  صلللااقی کتلللامی  

(mg/kg70(  ی زایئزیللل  mg/kg10   در رقیلللق شللل.ه

بیههش ش.ن.  دمیلیناکیهن با تزریلق درص.،  3/0محله  

در محلله  اکلتری    1)درص. اتی.یهم بریمایل. 1محله  

میرریلیتللر در کیاکللمای  1درصلل. بللا یجللم  3/0کللالی  

در  ،ها با مهقعیت کلر کلامئ صلافبینایی القا ش.  مهش

 ی ه  قرار گرفتJapan, Narishigo) دکتناه اکتریهتاک 

ا کللرعت نللیم بللا کملک کللرنل همیلتللهن بل EBتزریلق 

  انجلام گرفلتمیرریلیتر در دقیقله در کیاکلمای بینلایی 

شلت پمتلر میللی 11/0مهقعیت کیاکلمای بینلایی یل.ید 

اینتللرایرا ،  میلللی متللر جلللهتر از محللهر 11/1گمللا ی رب

نسلبت بله کلطح  متلرمیلی 3مهقعیت جانبی صار ی عمق 

دیرا در نظللر گرفتلله شلل.  بلله منظللهر اطمینللان از فللراهم 

ن لازم بللرای انتشللار داریهللا، کللهزن قبلل  از نمللهدن زمللا

با تهجله  داشته ش. دقیقه در مح  ننه 1خریج، به م.ت 

بلله مختصللات اکتریهتاکسللیک پاکسللینهس ی یاتسللهن 

هلای های راهنمای تزریق به بطل مهقعیت اکتقرار کانه 

متر میلی 1/1شت برگما ی مهقعیت پمتر میلی 71/0جانبی 

 از کلطح دیرا 1/1ی عمق  از خ  میانی به راکت ی چپ

 3پریژکترین بله مل.ت  mM 1ی   3)ن.ش. در نظر گرفته

هلای جلانبی های راهنما به بط ریز از طریق کانه  11ی 

ریز بعلل. از القللای دمیلیناکللیهن بللا  11ی  3تزریللق شلل.  

اتی.یهم بریمای.، ییهانات کشته ش.ه ی کیاکمای بینلایی 

 ییهانلات خارج ش. نظر های مهرد نها برای آنالیز ژآن

   =6nهای زیر قرار گرفتن. )به طهر تصادفی در گریه

 که تحت عم  جرایی اکتریهتاکسلی shamگریه  -1

 قرار گرفتن.، یلی هیچ تیماری دریافت نرردن. 

گلللریه کنتلللر  کلللالی  کللله پللل  از جرایلللی  -1

 هلایبطل ناییه  قرار دادن کانه  راهنما در اکتریهتاکسی ی

 میرریلیتلر کلالی  1 ،ریزه 11 ی 3ریه زیرگ 1در  ،جانبی

 تزریق ش.  کیاکمای بینایی  در EBدرص. )یئ   3/0

کله پل  از جرایلی  ریغ  زیتلهنگریه کنتر   -3

 هلایبطل  ناییله اکتریهتاکسی ی قراردادن کانه  راهنما در
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ریغل   میرریلیتلر 1ریزه، 11ی  3زیرگریه  1، در جانبی

 تزریق ش. ای جانبی هبط   در پریژکترین )یئ  زیتهن

 که پ  از جرایلی اکتریهتاکسلی EBگریه بیمار  -1

، بله هلای جلانبیبطل ناییه  ی قراردادن کانه  راهنما در

از محلله  ) EBمیرریلیتلر  1منظهر القلای دمیلیناکلیهن،

درصل.  در  3/0درص. اتی.یهم بریمایل. در کلالی   01/0

 1ام  ناییه کیاکمای بینایی دریافت کردن.  ای  گریه ش

کلله در طللهریریزه بهدنلل.، بلله 11ی  EB 3زیرگللریه 

 ، بررکی ش.ن. EBپ  از تزریق  11ی  3ریزهای 

کله پل  از بلا پریژکلترین گریه تحلت درملان -1

 دادن کللانه  راهنمللا در قللرار جرایللی اکتریهتاکسللی ی

، در کیاکلمای بینلایی EB ی تزریقهای جانبی بط ناییه 

میرریلیتلللر  1 ز،ری 11ی  3زیرگلللریه بللله مللل.ت  1در 

  پریژکترین در هر کانه  دریافت نمهدن.

 

 RT-PCRهای مهلرهلی با ریش بررکی

درجله  -10از فریلزر شل.ن  هلا بعل. از خلارجنمهنه

با کملک ازت ملایع  های اکتری  یدر هاین گراد،کانتی

 هلادرین میرریتیله  ی،ک.گذار ش.ه ی بع. از انجامپهدر 

 1000 ،یتللر کلریفللرممیرریل 100  بلله ازای ریختلله شلل.

کلپ  بله  ریختله شل. یی نمهنله ر میرریلیتر تریزی  بر

به مل.ت  کانتریایهژ ی دادهدقیقه به آرامی تران  3م.ت 

  در مریلله انجلام گرفلت rpm 10000 دقیقه بلا دیر 11

هلای میرریتیه  بهی  ش.ه بع. لایه بالایی به آرامی ج.ا

زیپریپیل  میرریلیتلر ای 100ی مقل.ار  .ی. انتقا  یافتج

بله آراملی ترلان داده ی بله  ش.  کپ  الر  به آن اضافه

 بلا دیر کلانتی گلراد درجله 1دقیقله در دملای  10م.ت 

rpm 10000  در مریلله بعل. بله آراملی شل.کانتریایهژ  

  .میرریلیتلر از محللله  برداشللته ی دیر ریختلله شلل 1000

مهجللهد  RNAمیرریلیتللر اتللانه  بلله تللهده  1000کللپ  

 1م.ت چن. ثانیه یرتر  کرده ی پ  از  اضافه ش.ه، به

درجلله  1در دملای  rpm 7100 دقیقله کلانتریایهژ بلا دیر

لایه بالایی را به آرامی دری ریختله ی اجلازه  ،گرادکانتی

در دملای اتلاق خشلک  بله آراملی RNAتلهده  ش.داده 

را اضافه کرده ی بله   RNAase freeشهد  در مریله آخر

گلراد انرهبله  جله کلانتیدردمای  60دقیقه در  10م.ت 

بلا اکلپرتهفتهمتر  RNAمقل.ار غلظلت گیری ان.ازه  ش.

 انجام گرفت 

 

 cDNAتهیه 

 از شللللرکت  cDNAکیللللت مخصللللهص کللللنتز 

Thermo scientific  خریلل.اری شلل.ه ی آمللاده کللردن

  ابتل.ا گرفلتشل.ه انجلام مه نمهنه طبق دکلتهرالعم  ارا

 11بللا آ  دیللهنیزه، بلله یجللم  ی پرایمللر RNAمخللله  

میرریلیتلری  100های میرریلیتر رکی. ی در میرریتیه 

گلراد درجله کلانتی 61دقیقله در  1به مل.ت ریخته ش.  

داده ی کپ  به م.ت دی دقیقه ریی یخ قرار  ش.هانرهبه 

کللنتتاز آمللاده شلل.   cDNAشلل.، در ایلل  فاصللله زمللانی 

 ، 5x reaction bufferمیرریلیتللر  1ترتیللب کلله بلل.ی 

میرریلیتلر  RibolockRnase inhibitor ،1میرریلیتلر  1

dNTP 10  میرریلیتلر  1مهلار یRevertAID M-MuLV RT 

ی پرایملر  RNAبا هلم ملیر  شل.ه ی بلر ریی مخلله  

 11دقیقله در  1ریخته ش. ی مخلله  یاصل  بله ترتیلب 

گلراد ی درجله کلانتی 11کاعت در  1گراد، درجه کانتی

رهبله شل.  گلراد اندرجه کانتی 70دقیقه در  1در نهایت 

تهانل. بله طلهر مسلتقیم بله محصه  یاکنس یاصلله ملی

 اکتااده شهد  PCRعنهان نمهنه جهت یاکنس 
 

  PCR یاکنس

  هلللایجهلللت بررکلللی بیلللان ژن PCRیاکلللنس 

Nogo-A, GFAP, Olig2GAPDH   انجلللام گرفلللت

هللا، طرایللی شلل.ه ی بللا پرایمرهللای مربلله  بلله ایلل  ژن

 ی.اری شل. خر GENE rayهای ذکر ش.ه از شرکت تهالی

 شرح داده ش.ه اکت  1شماره  ها در ج.ی ترتیب تهالی

میرریلیتلللر  1/11، از PCRبلللرای انجلللام یاکلللنس 

ی  dNTP ،2Mgcl ،PCR bufferشلام  مسترمیر  کله 

Taq polymerase میرریلیتلر  1/0، اکتااده گردیل.  بهد

 cDNAمیرریلیتللر  1بللا  جاللت پرایمرهللا از هللر یللک از
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 پژوهشی

 میرریلیتر رکان.ه ش.  11 جمی ی با آ  به ترکیب ش.ه

صلهرت گرادیانلت  ها بلهبرای انجام یاکنس، ابت.ا نمهنه

 1هلا بلا گذاشته ش.، تا بهتری  دما بلرای یاکلنس نمهنله

 جات پرایمر به دکت آی. 
 ,Nogo-A,GFAPتللهالی پرایمرهللای ژن هللای  :1جددل ش ادد     

Olig2GAPDH  در یاکنسPCR 
 

 Primer Primers sequence ژن

Olig2 Forward 5′- ACACCCACCACGTGTCGGCTA -3′ 

 Reverse 5′- CTGCGTCTCTTCTAAGCCCAGA -3′ 

GFAP Forward 5′- CTCGTGTGGATCTGGAGAGGAA -3′ 

 Reverse 5′- GCCCTCCAGCAATTTCCTGTAG -3′ 

Nogo-A Forward 5′-AAACACCCACATCAACACTGCA -3′ 

 Reverse 5′- GTCTCTGCTTTGGAACCTCAGA -3′ 

GAPDH Forward 5′- AGAACATCCCTGCATCC - 3′ 

 Reverse 5′- AGCCGTATTCATTGTCATACC - 3′ 

 

 درجه 31ترتیب های دمایی به، کیر PCRبرای انجام 

گراد درجه کانتی 31کیر  در  31دقیقه ی  3گراد کانتی

درجلله  71ثانیلله ی  30گللراد درجلله کللانتی 61ثانیلله،  30

دقیقله  1شته ش. ی در نهایلت هلم ثانیه گذا 30گراد کانتی

   10)گراد برای بس  نهایی قرار داده ش.درجه کانتی71در

 

 لرتریفهرزا
ابت.ا ژ  مهرد نیاز آن تهیه  ،جهت انجام الرتریفهرز

بللافر  ml100کللار محللله  یاصلل  از گردیلل.  بللرای ایلل 

TBE(Tris-Boric acid-EDTA)  گرم آگلارز 3/1-1/0ی 

س کیایت بان.های در یا  بررکلی )بسته به نیاز ی بر اکا

در ماکریییه جهشان.ه ش. ی بع. از اضافه  ،ش. بهینه می

بریمایلل. بلله آن، در تشللتک  اتیلل.یهم µl3کللردن یلل.ید 

 بلللافر  µl1الرتریفلللهرز ریختللله شللل.  بللل.ی  منظلللهر از 

 DNAمیرریلیتللر مللارکر  Loading Buffer ، 1ییللره )

((Ladder 50bp .ی شل.ن بعل. از کلپر  نیلز اکلتااده شل

دکتناه الرتریفهرز خامهش شل.ه ی ژ   ،زمان مهرد نظر

 UVبرداری از ژ  منتق  ی در زیر اشعه به دکتناه عر 

   11)بررکی بان.ها انجام گرفت

 

 ریش تجزیه ی تحلی  آماری
مربله  بله ژن  mRNAبرای بررکی تغییرات کطح 

Olig2 ،ANogo  یGFAP هللای آزمایشللیبللی  گللریه، 

 GFAPی  Olig2 ،Nogoکم بانل.های میاننی  نسبت تلرا

 بلرای هلر گلریه محاکلبه ی تهکل  آزملهن GAPDH به

ANOVA  کللپ   ییللک طرفللهTurkey   .مقایسلله شلل

ارامله  خطای معیلار میلاننی   ها به صهرت میاننی داده

به عنهان ی.اق  کطح معنی دار بهدن در  >01/0pش.ه ی 

 نظر گرفته ش. 
 

 یافته ها
داری در میلزان بیلان عنلیبه دلی  ای  کله تالایت م

، کنتلر  کلالی  shamهلای های مهرد نظر بی  گلریهژن

  ی کنتر  ریغ  زیتهن )یلئ  پریژکلترین  EB)یئ    

هلا بله عنلهان گلریه هلای آنمشاه.ه نش.، میلاننی  داده

 کنتر  در نتایج یارد ش. 
 

 Olig2 بررکی تغییرات بیان ژن
های ر کله مارک) Olig2 ژنبیان گیری میزان ان.ازه

 هلایدر کیاکمای بینلایی ملهش کاز الینهدن.ریکیتی پیس

صحرایی نلر در ریز کلهم بعل. از القلای دمیلیناکلیهن بلا 

داری را در بیلان ایل  ژن اتی.یهم بریمای.، کلاهس معنلی

 چنی  میزان  هم p >001/0) نسبت به گریه کنتر  نشان داد

نسبت به  کنن.ه پریژکترینبیان ای  ژن در گریه دریافت

   p >01/0) داری را نشلان دادیگریه کنتر  کاهس معن

 3با ای  یجهد تزریق داخ  بطنی پریژکلترین بله مل.ت 

نسبت به گریه  Olig2ریز باعث افزایس معنادار بیان ژن 

   1)نمهدار شماره   p >01/0) اتی.یهم بریمای. ش.
 

 
کنتر ، بیمار  هایگریه بی  Olig2مقایسه بیان ژن  :1ن ودا  ا     

  در EB+Progestrone)با پریژکترین  ی تیمار  EB)اتی.یهم بریمای.: 
 بیان ش.ه ان.  mean ± SEMها به صهرت  داده  بع. از دمیلیناکیهن 3ریز 

001/0*** p<،** p<0.01   در مقایسه با گریه کنتر ،p<0.05 در +
 در همان ریز EBمقایسه با گریه 
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، میزان بیلان EBیناکیهن با ریز بع. از القای دمیل 11

افزایس یافت ی بله یل. گلریه کنتلر  رکلی.   Olig2ژن 

ریز پریژکللترین بعلل. از القللای دمیلیناکللی ،  11تزریللق 

نسلبت بله  Olig2داری در بیلان ژن یباعث کلاهس معنل

   1)نمهدار شماره   p >001/0) ش. EBکنتر  ی گریه 
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هلای کنتلر ، بیملار گریه بی  Olig2مقایسه بیان ژن : 2ن ودا  ا     

  EB+Progestrone)بلا پریژکلترین  ی تیملار  EB)اتی.یهم بریمای.: 
 mean ± SEMداده هلا بله صلهرت  ،بع. از دمیلیناکلیهن 11در ریز 

، در مقایسللله بلللا گلللریه کنتلللر  >p***001/0 بیلللان شللل.ه انللل. 
001/0p<+++  در مقایسه با گریهEB ریز در همان 
 

 GFAP بررکی تغییرات بیان ژن
)ملللارکر  GFAP ژنبیلللان گیلللری میلللزان انللل.ازه

هلای در کیاکلمای بینلایی ملهشهای فعلا   آکتریکیت

باعلث  EBصحرایی نر در ریز کهم نشان داد که تزریلق 

 افللزایس بیللان ایلل  ژن نسللبت بلله گللریه کنتللر  گردیلل.

(001/0< p  ای  در یالی اکت که تزریق داخل  بطنلی  

دار بیلان ریز، باعث کاهس معنلی 3یژکترین به م.ت پر

)نمهدار   p >001/0)ش.  EBنسبت به گریه  GFAPژن 

   3شماره 
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های کنتر ، بیملار گریه  بی  GFAPمقایسه بیان ژن  :3ن ودا  ا     

  EB+Progestrone)بلا پریژکلترین  ی تیملار  EB)اتی.یهم بریمای.: 

بیلان  mean ± SEMداده ها به صهرت  ،بع. از دمیلیناکیهن 3یز در ر

، در مقایسله بلا گلریه کنتلر  >p< 001/0*** p **01/0 شل.ه انل. 

001/0p< +++  در مقایسه با گریهEB در همان ریز 

باعللث  EBنتللایج نشللان داد کلله تزریللق  11در ریز 

 افللزایس بیللان ایلل  ژن نسللبت بلله گللریه کنتللر  گردیلل.

(001/0< p    ریز پریژکلترین باعلث کلاهس  11تزریق

ش.ی.تر ای  ژن ش.، به طهری که بیان آن هم نسلبت بله 

ی هم نسبت به گریهی که فق     p >01/0) گریه کنتر 

EB داری را نشان داددریافت کرده بهدن.، کاهس معنی 

(001/0< p   1)نمهدار شماره   

***
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های کنتر ، بیملار گریه  بی  GFAPمقایسه بیان ژن  :4ن ودا  ا     

  EB+Progestrone)بلا پریژکلترین  ی تیملار  EB)اتی.یهم بریمای.: 
 mean ± SEM داده هلا بله صلهرت ،بع. از دمیلیناکلیهن 11در ریز 

، در مقایسله بلا گلریه کنتلر >p< 001/0***p * 01/0  بیان ش.ه ان.
001/0p<+++  مقایسه با گریه درEB همان ریز در   
 

 Nogo-A بررکی تغییرات بیان ژن
)یرللی از   Nogo-Aژنبیللان گیللری میللزان انلل.ازه

در کیاکمای بینایی های رش. مج.د آکسهنی  مهارکنن.ه

باعلث  EBهای صحرایی نلر نشلان داد کله تزریلق مهش

 شلهدافزایس بیلان ایل  ژن نسلبت بله گلریه کنتلر  ملی

(001/0< p 3ین بله مل.ت   تزریق داخ  بطنی پریژکتر 

داری را نسبت بله گلریه دریافلت کننل.ه یریز اختئف معن

EB  نشان ن.اد، یلی میزان بیان ای  ژن نسبت به گریه کنتر 

  p >001/0)داری داشللتدر همللی  ریز تاللایت معنللی

   1)نمهدار شماره 
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کنتلر ،  هلایگلریه  بلی  A Nogo مقایسله بیلان ژن :5ن ودا  ا     

  EB+Progestrone)بلا پریژکلترین  ی تیملار  EBبیمار )اتی.یهم بریمای.: 
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بیلان  mean ± SEMداده ها به صهرت  ،بع. از دمیلیناکیهن 3در ریز 

 مقایسه با گریه کنتر  در همان ریزدر  >p ***001/0  ش.ه ان.
 

باعللث  EBنشللان داد کلله تزریللق  11نتللایج در ریز 

   p >001/0) بت به گریه کنتر  شل.افزایس بیان ای  ژن نس

ریز، باعللث کللاهس  11تزریللق پریژکللترین بلله ملل.ت 

 شلل. EBداری در بیللان ایلل  ژن نسللبت بلله گللریه یمعنلل

(01/0< p   6)نمهدار شماره   
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های کنتلر ، بیملار گریه  بی  Nogo Aژن مقایسه بیان  :6ن ودا  ا     
  در EB+Progestrone)بلا پریژکلترین  ی تیمار  EB)اتی.یهم بریمای.: 

بیلان  mean ± SEMداده هلا بله صلهرت  ،بعل. از دمیلیناکلیهن 11ریز 

، مقایسلله بللا گللریه کنتللر در  >p< 001/0*** p *010/0 0شلل.ه انلل.

01/0p<++  در مقایسه با گریهEB در همان ریز 
 

 بحث
بلا تهجله بله اهمیلت پریژکلترین در در ای  مطالعه 

 EBریی دمیلیناکیهن القا ش.ه با  آن اثرعصبی،  یااتت

گیلری بیلان رمیلیناکلیهن، بلا اکلتااده از انل.ازه فرآین.ی 

Olig2  ی  کلاز الینهدن.ریکلیتی های پیس)مارکر کله

GFAP آکتریکیتی  ی)مارکر فعالیت Nogo-A مهارکنن.ه( 

بع. از تزریلق  11ی  3رش. مج.د آکسهنی  در ریزهای 

EB بررکی ش. بینایی مهش صحرایی نر  در کیاکمای 

در ایل  تحقیلق بررکلی مهلرلهلی نتایج یاصل  از 

، بیللان اتیلل.یهم بریمایلل.نشللان داد کلله متعاقللب تزریللق 

mRNA  مربه  بهOlig2  دارییبله طلهر معنل 3در ریز 

(001/0< p    یللی  ،یافلت کلاهسنسبت به گریه کنتر

ان آن ، میلزان بیلEBتر ش.ن اثلر ی با طهلانی 11در ریز 

افزایس یافت ی به ی. کنتر  رکی.  ای  نتلایج یلاکی از 

از  باعلث EBای  هستن. که دمیلیناکیهن متعاقلب تزریلق 

هللای میلللی  کللاز بللال  ی در نتیجلله بلله بللی  رفللت  کللله 

برای کاخت ی تمایز  OPCsهای تر کله کارگیری بیس

 Olig2ها ش.ه اکت  بنابرای  میزان بیان الینهدن.ریکیت
هلای پلیس کلاز الینهدن.ریکلیتی متعاقلب کله تهک  

 همرلاران در ی Dehghan، افزایس یافته اکت  EBتزریق 

در ریزهلای  Olig2بیلان  کله گزارش کردن. 1011کا  

دهنل.ه تهان. نشانبع. از ضایعه افزایس یافته اکت که می

در  OPCsهلای زیادی از کله  مهاجرت ی فعالیت شمار

 هایکاخت الینهدن.ریکیت برایش.ه های دمیلینهجایناه

نشللان نیللز ی همرللاران  Fancy چنلی هللم   11)بلال  باشلل.

در ریزهللای بعلل. از القللای  Olig2بیللان ژن  دادنلل. کلله

 ه اکللت ی افللزایس یافتلل دمیلیناکللیهن در ییهانللات بیمللار

اعللئم کردنلل. کلله ایلل  فللاکتهر بللرای تهکللعه دیدمللان 

ینلری در مطالعله د   13)الینهدن.ریکیتی ضریری اکت

انجلام شل.،  1011همراران در کا   یمظاری که تهک  

القللای  از بعل. 7 در ریز Olig2 نشلان داده شل. کله بیلان

تلری  میلزان را بله خلهد دمیلیناکیهن با لیزیلسیتی ، بلیس

ها اعئم کردن. کله بیلان بلالای اختصاص داده اکت  آن

هلای زایلای تلر کلله کلارگیری بلیسه آن به منظلهر بل

هلای بلال  بله الینهدن.ریکلیت تاکیتی اکت الینهدن.ری

نتایج مطالعه یاضر مبنلی بلر    11)میلی  کاز متمایز شهن.

متعاقب دمیلیناکلیهن ناشلی  Olig2افزایس میزان بیان ژن 

نتلایج بله  ، با نتایج مطالعلات قبللی مطابقلت دارد EBاز 

در ای  تحقیق، نشلان داد  RT-PCRدکت آم.ه از آنالیز 

در گریه تحت تیمار بلا پریژکلترین،  Olig2که بیان ژن 

بللالاتر از   p >01/0) داری، بلله صللهرت معنللی3در ریز 

، EBام نسبت بله کنتلر  ی  11بهد  اما در ریز  EBگریه 

کلاهس در بیلان    p >001/0) داری داشتکاهس معنی

ممرل   ،گریه تیمار نسبت به گلریه بیملار در Olig2ژن 

ه ایل  ژن را بیلان کل OPCsاکت در نتیجه کاهس تع.اد 

میرنن. ی یا تنظیم پایی  ایل  فلاکتهر در خطله  کللهلی 

ی ای  ریزها طی ده. الینهدن.ریکیتی باش. که نشان می

تری بیسکاز پیسهای کله در اثر تیمار با پریژکترین، 

هلای ان. ی کلله های بال  متمایز ش.هبه الینهدن.ریکیت
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بیلان در نتیجه  ،تری در مح  ضایعه یجهد داردبال  بیس

  بنابرای  نتایج یاکی از اثر اکت اهس یافتهای  فاکتهر ک

کننل.ه ی نیلز یااتتی پریژکلترین علیله عارضله دمیلینله

ه ، بOPCsهای کله  باش. پیشرفت رین. ترمیم میلی  می

 CNSطللهر یکللیعی در میللان مللاده کللای. ی خاکسللتری 

ر ناییه تهانن. باعث بازکازی میلی  دپراکن.ه هستن. ی می

ه مح.یدی اطراف ضایعه شهن.  منلاطق تحلت بطنلی، بل

  به عنلهان SVZ-3  ی )SVZ-Lخصهص نهایی جانبی )

 ،هلاایل  کلله    11)انل.مناطق نهریژنیلک معرفلی شل.ه

چنلی  تهانن. در پاکخ به اختئلات دمیلیناکیهنی ی هممی

بال  شرکت کننل.  بنلابرای   CNSدر فرآین. رمیلیناکیهن 

SVZ هلا ی الینهدن.ریکلیت هلا،برای آکتریکیت منبعی

 هلای، کلله CNSباش.  القای دمیلیناکلیهن در ها مینهرین

OPCs  را یادار بللله ترثیلللر، مهلللاجرت ی تملللایز بلللرای

 هایهای میلینی ج.ی. اطراف آکسهنکازی غئفذخیره

پریژکلترین  کلهنشلان داده شل.ه کنل.  دمیلینه ش.ه ملی

 هلای، مهاجرت ی تملایز کلله تهان. باعث افزایس ترثیرمی

های زایا به انهاع تخص  زایای عصبی شهد ی ای  کله 

هللای گلیللا  متمللایز یافتلله مثلل  نللهرین هللا ی کللله 

بللا  پریژکللترین بلل.ی  ترتیللب ایتمللالاً   7،16)شللهن.مللی

تهان. در رمیلیناکیهن افزایس کرعت تمایز ی نهریژنز می

یئمنلت ، یلک نهریفGFAP نقس تحریری داشته باشل. 

 ی فعا هاای اکت که به عنهان مارکر آکتریکیتیاکطه

 درنتایج یاص  از مطالعه مهلرهلی    17)شهدشناخته می

 در ریزهلای GFAPمطالعه یاضر، نشان داد که کطح بیلان 

ناییلله  ، درEBبللا پلل  از القللای دمیلیناکللیهن  11ی  3

دریافلت  EBکیاکمای بینایی، در گلریه بیملار کله تنهلا 

 در مقایسله  p >001/0) داریبهدن.، به صهرت معنلیکرده 

کلله یللاکی از فعالیللت یافللت  افللزایسبللاگریه کنتللر  

باشل.  ایل  افلزایس در می ها در مح  ضایعهآکتریکیت

هلا ی نشان دهن.ه تش.ی. فعالیت آکتریکیت GFAPبیان 

باشل. کله ها میرهاکردن فاکتهرهای التهابی از کهی آن

تلر کیاکلمای یلینله شل.ن بلیسرخ.اد پلاتهلهژیری ی دم

 در پی داشته اکت  EBبینایی را متعاقب تزریق 

ی همرلاران کله نشلان مظاری ای  نتایج با مطالعات 

بعل. از القلای دمیلیناکلیهن در  GFAPدادن. کلطح بیلان 

اپتیک کیاکما ی اعصلا  بینلایی تهکل  لیزیلسلیتی ، در 

  ، مطابقلت داردتلری  میلزان را داردبلیس 7ی 1ریزهای 

ها در چنی  اعئم کردن. که فعالیت آکتریکیت ها همآن

 مح  آکیب دی.ه، در پاکخ به دمیلیناکلیهن القلا شل.ه بلا

در نتیجله افلزایس در بیلان  یابل. یلیزیلسیتی  افزایس می

GFAP 11)دنبا  دارده را ب   

Zaaraoui   بیلان کردنل. 1001ی همراران در کلا ،

طلله  رینلل.  ربللا محتللهای میلللی  د GFAPمیللزان کلله 

 GFAPبیلان  افزایشلیتنظلیم   کازی ملرتب  اکلتمیلی 

صلی ی مهم آکتریکیت هاکت کله اهای یری از ییرگی

   13)دی.ه می شهد CNSاز ضایعه  بع. معمهلاً

یهس نشلان داد کله بیلان رای  پل نتایج مهلرهلی در

GFAP  بع. از تزریق  3در ریزEB  در گریه تحت تیمار

داری یمعنل ه گریه کنتر  افزایسپریژکترین، نسبت ببا 

کطح بیان ایل   ،11در ریز  ، یلی p >01/0) داشته اکت

کاهس داشته اکت   EBهای کنتر  ی نسبت به گریهژن 

میزان بیلان های بیمار ی تیمار نشان داد، مقایسه بی  گریه

GFAP  تحلت در تمام ریزهای بع. از ضایعه، در گلریه

  p >001/0) داریی عنم تهره صب تیمار با پریژکترین،

که یاکی از ترمیم میلی   تر بهدپایی  EBنسبت به گریه 

 طلی GFAPباش.، چرا که میزان ی کاهس دمیلیناکیهن می

یاب.  بنلابرای  پریژکلترین، ضایعه ایجاد ش.ه افزایس می

هلای تهانسته علیه عارضه دمیلینه کنن.ه که ملرگ کلله 

اثر یااتلت عصلبی  کاز را به دنبا  دارد،عصبی ی میلی 

های مغزی شلیمیایی به آکیبها داشته باش.  آکتریکیت

 ی تریماتیک، با تغییرات بیهشیمیایی ی مهرفهللهژیری از

افلزایس تعل.اد، پاکلخ به صهرت  جمله، گلیرهلیز فعا ،

   10)دهن.می

هلای میللی  در ان. که پ  مان.همطالعات نشان داده

ی  Nogo ،MAGنظیر  های میلینیدارای پریتيی ، هاآکی

MOG ینل. رمیلیناکلیهن ی هلم آفر بهده که همنلی هلم

کنن.  ای  فاکتهرها ین. بازکازی آکسهنی را مهار میآفر
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شلهن.  نامی.ه ملی« یفاکتهرهای مهاری میلین»در مجمهع 

  اکت  Nogo-A،های میلینیتری  مهارکنن.هیری از مهم

، سلهنیچن.ی  اکتراتری درمانی برای ترمیم ضایعات آک

Nogo-A  مهلللار  ی کلللعی در انللل.هللل.ف قلللرار دادهرا

   6)ان.داشتهی گیرن.ه اش  Nogoاینترکش  

NgR1  گیرنلل.ه اختصاصللیNogo   1001در کللا 

 مشلخ  1003شناکایی گردی. ی کاختار کام  آن در کا  

هلای مشلتر  بلرای مهارکننل.ه گیرنل.ه یک NgR  ش.

ردن اکت ی با فعا  ک MAG, NOGO, OMgp)) میلینی

باعلث مهلار رشل. نهریلت ی  ،Rho A لمسیر کلیننالین

 نتللایج مطالعلله   11،11)شللهدکئپلل  مخللری  رشلل. مللی

 11ی  3ریز در   Nogo- Aیاضر نشان دادکه کطح بیلان

 دارییطللهر معنللبلله گللریه بیمللار در ،EB تزریللق از بعل.

(001/0< p    کله  یافلت افلزایسنسبت به گلریه کنتلر

رمیلیناکلیهن ی رشل. آکسلهنی تلر دهن.ه مهار بلیسنشان

تیملار چنلی  نشلان داد  هم ،RT-PCRهای   بررکیاکت

ریز، تهانسلته  11تلر از با پریژکلترین بله مل.ت طلهلانی

 میزان بیان ای  ژن مهاری را کاهس ده. 

نشلان دادنل. کله  1013خرری ی همراران در کا  

تهانلل. مللی siRNAتهکلل   NgRمهللار کللیننالینل ژن 

 )مل.  آزمایشلناهی EAE بالینی مل. باعث کاهس عئیم 

   13)در مهش  شهد MSبیماری 

Wang  ی همرللارانس بیللانNgR  هللای را در کللله

هلا را بله بافلت نخلاع بنیادی کاهس دادن. ی ایل  کلله 

آکیب دی.ه منتق  کردن. ی مشاه.ه نمهدن. که عملرلرد 

  پ   11)یاب.ها بهبهدی چشمنیری مینهریلهژیری رت

 تهان. اثلرات مهلاریمی Nogo-Aاهس ژن پریژکترین با ک

آن را از ریی ترمیم عصبی برداشلته ی رشل. آکسلهن را 

ده. یمی متع.د دینری هم نشان هاتسریع ده.  گزارش

کله پریژکللترین بله عنللهان یلک عاملل  محلافظتی بللرای 

یزان م تهان.یمها در آکیب تریمایی عم  کرده ی نهرین

ی هللادر مللهش   11)تخریللب نللهرینی را کللم تللر نمایلل.

آزمایشناهی اکپراگ دایلی نشان دادن. که پلیس تیملار 

ی درمان ییهانات آکیب دی.ه در نخلاع، بلا پریژکلترین 

عئیم مربه  به فلجلی نسلبی یرکتلی  تهان.یمرایتی به

داری اثلرات طلهر معنلیدر ییهانات را کاهس داده ی به

 به   16)محافظتی در بریز آکیب تریمایی نخاع نشان ده.

طهر کلی نتایج ما نشان داد که پریژکترین می تهانل. بلا 

ی افللزایس  GFAPی  Nogo-A کللاهس بیللان ژن مهللاری

هللای پللیس کللاز ایلینهدن.ریکللیتی بلله تمللایز کللله 

های بال ، باعلث تلرمیم میللی  ی رشل. ایلینهدن.ریکیت

تهانللل. یااتلللت عصلللبی را در آکسلللهن شلللهد ی ملللی

 اعما  کن.  MSهای نهریلهژیری مختل  مث  عارضه
 

 سپاسگزاری
 مطالعلله بللا اکللتااده از یمایللت مللالی معاینللتایلل  

پریهشی دانشناه علهم پزشلری اریمیله در قاللب محترم 

گردی.ه اکت که انجام  001/ع/31ک. طرح تحقیقاتی با 

مقاله مراتب تق.یر ی تشرر خلهد  یکیله نهیسن.گانب.ی 

   دارن.را از مسؤیلی  آن مرکز ابراز می
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