
 

  مجله علوم تغذیه و صنایع غذایی ایران
  1-10 ، صفحات1394 تابستان، 2 ، شمارهدهمسال 

  
  

یاري با کراتین بر حافظه، یادگیري و آپوپتوز بعد از تزریق بتاآمیلوئید در  بررسی تأثیر مکمل
  ویستار هاي صحرایی نر موش

  4، محمد رضا زرین دست3، محمد رضا اشراقیان2حمیده پیشوا، 1مالک علی محمدي

  مولکولی، دانشکده علوم تغذیه و رژیم شناسی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران -گروه سلولی دانشجوي کارشناسی ارشد -1
  pishvahm@tums.ac.ir :پست الکترونیکیمولکولی، دانشکده علوم تغذیه و رژیم شناسی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران،  -گروه سلولیاستادیار : نویسنده مسئول -2
  ایران تهران، پزشکی علوم دانشگاه بهداشت، دانشکده اپیدمیولوژي، و آمار گروه استاد -2
  گروه فارماکولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، ایران استاد -3
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 چکیده

کراتین بر عملکرد شناختی در افراد سالم، این مطالعه با هدف تعیین اثر مکمل کراتین بر حافظه و با توجه به تأثیر مثبت  :سابقه و هدف
  .هاي صحرایی نر ویستار انجام گردید یادگیري و آپوپتوز  بعد از تزریق بتاآمیلوئید، در موش

میکروگرم  2(تزریق بتاآمیلوئید . تایی تقسیم شدند8گروه  3گرم به  250±50بیست و چهار موش صحرایی نر ویستار با وزن  :هامواد و روش
کراتین نموده % 2در دو گروه انجام گرفت که از این دو گروه یک گروه بعد از تزریق، شروع به دریافت رژیم غذایی حاوي ) CA1در هر 

انجام گردیده و  CA1تزریق نرمال سالین در ناحیه  Shamگروه به ). -AdCrگروه (و گروه دیگر رژیم غذایی معمولی دریافت کرد ) +AdCrگروه(
شکل، جهت بررسی یادگیري و حافظه انجام Yشش هفته بعد از تزریق بتاآمیلوئید، آزمون ماز آبی موریس و ماز . رژیم غذایی معمولی ارائه شد

  .شدتجزیه و تحلیل   SPSSافزار ها توسط نرم گرفته و دادههاي مورد مطالعه انجام جهت بررسی آپوپتوز در گروه در پایان آزمون تانل. گرفت
هاي داشتند و درصد نورون Shamتري نسبت به گروه شکل، عملکرد ضعیفYهاي ماز آبی و ماز  در آزمون -AdCrو   +AdCrدو گروه  :هایافته

از نظر حافظه و  -AdCrو  +AdCrداري میان دو گروه  بود هیچ گونه تفاوت معنی Shamبیشتر از گروه  +AdCrو  -AdCrتانل مثبت در گروه 
  .هاي تانل مثبت مشاهده نشدیادگیري و درصد نورون

  .هاي صحرایی نر ویستار نداشت بعد از تزریق بتاآمیلوئید، مکمل کراتین هیچ گونه تأثیري بر حافظه و یادگیري و آپوپتوز در موش :گیري نتیجه
  آپوپتوز یادگیري، کراتین، بتاآمیلوئید، آلزایمر، حافظه، :کلیديواژگان 

  مقدمه 
علت اصلی زوال حافظه در میانسـالی و سـالمندي    آلزایمر

نقص در حافظه کوتاه مدت و اختلال در حافظه ).  1(باشد می
). 2(باشـد  هاي زود هنگام این بیماري میفضایی یکی از نشانه

ها  اگرچه داروهایی براي بیماران آلزایمري وجود دارد اما تلاش
بـا  . ل نداشته استاي به دنبابراي کنترل آلزایمر تاکنون نتیجه

توانـد کیفیـت    هـاي دارویـی و اجتمـاعی مـی    این حال حمایت
 ).1(زندگی بیماران را تا حدودي ارتقاء بخشد 

ها  مطالعات نشان داده است که افزایش ذخیره انرژي نورون
شـود، بـا توجـه بـه     مانند گلوکز موجب بهبود عملکرد مغز می

هـا، بـه نظـر     نقش حیاتی کراتین در هموسـتاز انـرژي نـورون   
ها با بهبـود وضـعیت انـرژي    رسد که افزایش کراتین نورون می

رسـد  به نظر می ).3(ها موجب بهبود عملکرد مغز گردد نورون
). 4(یابد هاي ذهنی، افزایش میکه سطح کراتین مغز با تمرین

یاري با کـراتین هـم   افزایش سطح کراتین مغز به دنبال مکمل
-7(دیگر مشاهده  گردیده اسـت   در انسان و هم در جوندگان

هــاي برخـی از مطالعــات تغییـر در میــزان تعـدیل کننــده   ). 5
سروتونین و دوپامین در مغز افراد ورزشـکار و کـاهش حـالات    
شبه افسردگی در جوندگان ماده را بـه دنبـال مصـرف مکمـل     

هاي حیوانی اثـرات  همچنین مدل) 8، 9(اند کراتین نشان داده
هـاي  یـاري بـا کـراتین را در بیمـاري    محافظت نورونی مکمـل 

اند دستگاه عصبی از جمله هانتینگتون و پارکینسون نشان داده
یاري بـا کـراتین   چنین بیان شده است که مکمل) 6، 10، 11(
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موجب کاهش خستگی ذهنی در پی تکرار یـک نـوع فعالیـت    
در ارتباط با حافظه نیز به نظـر  ). 12(گردد ساده ریاضیاتی می

هفتـه،   6گـرم کـراتین بـه مـدت      5ه مصرف روزانه رسد کمی
باعث بهبود عملکرد مغز در ارتباط با حافظه عملی و هوش در 

اگرچه بـا مصـرف مکمـل کـراتین در     ). 3(گردد افراد سالم می
گـرم بـه ازاي کیلـوگرم وزن بـدن      03/0افراد جوان به میـزان  

اثري در حافظه کوتاه مدت آنها مشاهده نشده اسـت؛ مصـرف   
گرم مکمل کراتین در روز بـه مـدت یـک هفتـه در افـراد       20

سالمند سالم، در بهبود حافظه فضایی و کوتاه مدت مؤثر بوده 
ساعت محرومیت از خواب  24همچنین بعد از ). 13، 14(است 

تأثیر مثبت مکمل یاري با کراتین بر عملکـرد ذهنـی در افـراد    
  ).15، 16(سالم گزارش شده است 

انجام شده در افراد سالم که اثرات مثبـت  با وجود مطالعات 
اند و با این که کراتین را در بهبود عملکرد ذهنی گزارش نموده

اثرات محافظت نورونی کراتین در مقابل سمیت بتاآمیلوئید در 
، تا به حال هـیچ  )17(محیط کشت سلولی گزارش شده است 

در  یاري با کراتین بر حافظه و یـادگیري اي تأثیر مکملمطالعه
بـه نظـر   . افراد مبتلا به آلزایمر را مورد بررسی قرار نداده است

رسد که بتاآمیلوئید موجب کاهش فعالیت کراتین کیناز در می
اما مشـاهده رسـوبات کـراتین در    ). 18، 19(گردد ها مینورون

ــز     ــین در مغ ــري و همچن ــاران آلزایم ــز بیم ــکافی مغ کالبدش
، موجب شـده اسـت   )20(هاي جهش یافته مدل آلزایمر  موش

یـاري بـا   گیري در مورد مفید یا مضـر بـودن مکمـل   که نتیجه
لذا هدف از انجام .  کراتین در افراد مبتلا به آلزایمر دشوار باشد

این مطالعه تعیین تأثیر مکمل یاري بـا کـراتین بـر حافظـه و     
یادگیري و آپوپتوز بعد از القاي آلزایمر بـا تزریـق بتاآمیلوئیـد    

 .باشد می

  هامواد و روش  
این پژوهش طبق اصل چهارم نگهداري و استفاده از  :حیوانات

بیست و چهار موش . انجام گرفت) NIH(حیوانات آزمایشگاهی 
بـه وزن  ) تهـران، انسـتیتو پاسـتور   (صحرایی نر بـالغ ویسـتار   

اتیلنـی در  هاي پلـی گرم در شروع آزمایش در قفس 50±250
سـاعت  12یـک دوره    گراد و تحـت درجه سانتی 21±1دماي 

حیوانـات در طـی   . ساعت روشنایی قـرار گرفتنـد  12تاریکی و 
بعد از یـک هفتـه   . کردندآزمایش آزادانه آب و غذا دریافت می

تـایی  8مطابقت با محیط حیوانخانه، حیوانـات بـه  سـه گـروه     
تزریـق   +AdCrو  -AdCrبـه حیوانـات گـروه     . تقسیم شـدند 

وکمــپ انجــام شــده و بــه در هیپ CA1بتاآمیلوئیــد در ناحیــه 
ــروه   ــات گ ــه از    Shamحیوان ــان ناحی ــالین در هم ــال س نرم

دریافـت   +AdCrبعد از جراحی، گروه . هیپوکمپ انجام گردید
کراتین مونوهیدرات را آغاز کرد و سـایر  % 2رژیم غذایی حاوي 

مداخلـه  . ها دریافت رژیـم غـذایی عـادي را ادامـه دادنـد     گروه
هـاي   گرفـت و سـپس آزمـون   هفتـه انجـام    6رژیمی به مدت 

 . رفتاري و سلولی صورت پذیرفت
انسانی تهیـه شـده از شـرکت     1-42بتاآمیلوئید : بتاآمیلوئید

میکروگـرم، در   1/0به مقـدار  ) Sigma-Aldrich USA(سیگما 
میکرولیتر آب مقطر، حل شده و قبل از تزریق بـه مـدت    200
  .ساعت در دماي اتاق انکوبه گردید 48

گـرم  میلـی 100(با تزریق داخل صفاقی کتامین ابتدا : جراحی
گـرم بـه ازاي   میلی 10(و زایلوزین ) به ازاي کیلوگرم وزن بدن

پـس از ثابـت   . شدند هوش می، حیوانات بی)کیلوگرم وزن بدن
کردن کامل سر حیوان در دستگاه استرئوتاکس، و قبل از ایجاد 

نفرین اپی-لیتر محلول لیدوکائینمیلی 1/0برش در پوست سر، 
مختصات تزریق به . گردیدزیر پوست سر حیوان تزریق می% 1

متـر در جهـت   میلـی 2/2متر از برگما، سـپس  میلی9/3صورت 
. متر بودمیلی 7/2جانبی از خط وسط و نهایتاً عمق تزریق نیز 

)AP=3.9mm,LR=2.2mm,D=2.7mm (  5/0تزریق با سـرعت 
دا، در ناحیه لان 10میکرولیتر در دقیقه توسط سرنگ همیلتون 

CA1 هاي  در گروه. هیپوکمپ طرفین مغز انجام گردیدAdCr- 
بتاآمیلوئید در ) حاوي دو میکروگرم(چهار میکرولیتر +AdCrو 

هـاي صـحرایی    در مـورد مـوش  . هر هیپوکمپ تزریـق گردیـد  
تمام مراحل فوق انجام گردید با این تفاوت که به   Shamگروه

لول نرمـال سـالین اسـتریل    میکرولیتر مح 4جاي بتاآمیلوئید، 
 . گردیدتزریق می

ابتدا به مقـدار لازم از چـو بـه وسـیله     : مخلوط چو و کراتین
آمد؛ با توجه به هاون و مخلوط کن برقی، به صورت پودر درمی

این که بهترین تـأثیرات محافظـت نـورونی کـراتین در مقـدار      
درصد وزنی گزارش شده است، به مقدار دو درصـد وزن چـو،   2

تین منوهیـدرات اضـافه شـده و بعـد از مخلـوط کـردن بـا        کرا
حداقل ممکن از آب، خمیر حاصله در سـینی مخصـوص پهـن    

سپس قطعـات بـه   ). 6، 10، 11(گردید شده و قطعه قطعه می
دقیقه خشک شده و  30-40وسیله جریان هواي گرم به مدت 

  .گرفتدر اختیار حیوانات قرار می
هفتــه بعــد از تزریــق  6شــکل Yآزمــون مــاز : شــکلYمــاز 

 بــازویییـک جعبــه سـه   شــکلYمـاز  .بتاآمیلوئیـد انجـام شــد  
)A,B,C( سـه بـازو   . باشـد دار میساخته شده از نئوپان روکش

 30، 40مشابه؛ و هر کدام به ترتیب داراي طول، عرض وارتفاع 
بازوها با زوایاي مسـاوي نسـبت بـه    . باشندمتر میسانتی 15و 

کز ماز، بازوها به یـک ناحیـه مثلـث    در مر. گرفتندهم قرار می
بـراي انجـام آزمـون هـر     . یابنـد میشکلی راه الاضلاع متساوي

گرفت و موش صحرایی در انتهاي یکی از بازوهاي ماز  قرار می
] دقیقه  8شد تا حیوان به صورت آزادانه در مدت اجازه داده می
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 8توالی ورود به هر بازوي ماز طی . در بازوهاي ماز حرکت کند
سـپس امتیـاز حافظـه    . گردیددقیقه به صورت دستی ثبت می

فضایی حیوان با تقسیم تریادهاي غیرتکراري و یا واقعی بر کل 
بـه عنـوان مثـال اگـر       ).21(شد تریادهاي ممکنه محاسبه می

به شاخه  ABA,BAC,ACA,BCA,BAB,ABCحیوان با توالی
کرده بود تریاد را طی  6حیوان مجموعاً . هاي ماز وارد می شد

و  BAC,BCA(تریاد واقعی یـا غیـر تکـراري    3که از این تعداد 
ABC ( از صد محاسبه می شد 50بود و امتیاز حافظه حیوان. 

ماز آبی موریس شـش هفتـه بعـد از     آزمون: ماز آبی موریس
شـکل انجـام    Y تزریق بتاآمیلوئید و یک روز بعد از انجام مـاز 

 .گردید
-سانتی 50و عمق  150قطر ماز آبی موریس یک تانک با 

ماز به چهـار  . شودمتر است که تقریباً نیمی از آن پر از آب می
شود و یک سکوي نجـات بـا   قسمت مساوي فرضی تقسیم می

بـه  . گیردمتر در یکی از چهار قسمت قرار میسانتی 25ارتفاع 
شـود و از  متر زیر سطح آب واقع میسانتی 2-1طوري که بین 

  .نیستبیرون قابل دیدن 
هاي صحرایی بـه   در این مرحله موش: مرحله سازگاري-الف

سـپس هـر   . مدت دو ساعت در اتاق محل ماز آبی قرار گرفتند
یک از آنان به مدت یک دقیقه در تانک آب ماز که سکو در آن 

تا هم با محیط اتاق و هم با تانـک  . کردندقرار نداشت، شنا می
  .آب آشنایی پیدا کنند

مرحله یادگیري شامل سـه  : ي یا آموزشمرحله یادگیر-ب
با توجه بـه  . پی و هر روز شامل چهار بار آموزش بوددرروز پی

این که سـکو در ربـع جنـوبی تانـک آب قـرار داشـت، در هـر        
هاي شمال، آموزش حیوان به صورت تصادفی در یکی از سمت

ــا    ــی، در آب ره ــا شــمال غرب شــرق،غرب، شــمال شــرقی و ی
ثانیه از زمان قرار گـرفتن   60ان آموزش حداکثر زم. گردید می

اگر طی این شصت ثانیه . حیوان در آب درنظر گرفته شده بود
کـرد و روي آن قـرار   حیوان به طور اتفـاقی سـکو را پیـدا مـی    

شد تا روي سـکو  گرفت، ده ثانیه به حیوان فرصت داده می می
بماند و با جسـت و جـوي اطـراف و دیـدن علائـم موجـود در       

که با نور کم روشن شده بـود، موقعیـت خـود و در     آزمایشگاه
سـپس حیـوان از تانـک خـارج     . نتیجه سکو را شناسایی کنـد 

گردید تا پس از یک دقیقه براي انجام بلاك آموزشی بعدي  می
. کرداما در صورتی که حیوان سکو را پیدا نمی. وارد تانک شود

 60ن شد ولی بعـد از پایـا  ثانیه براي حیوان ثبت می 60زمان 
شد و بعد از ثانیه حیوان توسط دست به محل سکو هدایت می

  گردیدثانیه روي سکو از تانک خارج می 10گذراندن 
با توجـه بـه ایـن    (در این مرحله ): probe(مرحله آزمون -ج

سـکو را از مـاز   ) دانسـت که حیوان محل سکوي نجـات را مـی  

 ـ   برداشته، آزمایش انجام شده و داده ه قبـل  ها مطـابق بـا مرحل
در این مرحله از آزمایش به خصوص این نکتـه  . شد بررسی می

گرفـت کـه حیـوان در حـین آزمـایش،      مورد توجـه قـرار مـی   
هـاي چهارگانـه   بیشترین وقت خود را در کدام یکی از قسـمت 

به عنوان مثال اگر بیشترین زمان، مربوط به . کندماز صرف می
گردد  شخص میقسمتی باشد که قبلاً سکو در آن بوده است، م

کرده فضایی سکو را پیدا می-که حیوان بر اساس علائم بینایی
و این قضیه اتفاقی و یا به دلیل دیدن سکو در زیـر آب نبـوده   

لازم به ذکر است که در این مرحله از آزمایش هر جلسه . است
کشید و به دلیل عدم وجود سکو پـس  ثانیه طول می 60الزاماً 

ایـن مرحلـه از   . شـد ماز برداشـته مـی   از پایان مدت، حیوان از
  ).22(آزمایش براي هرحیوان یک بار انجام شد 

هاي رفتاري، حیوانـات   بعد از انجام آزمون: تثبیت از راه قلب
حیوانـات    در این روش. با روش تثبیت از راه قلب کشته شدند

بـا  . گردیدند با تزریق داخل صفاقی کتامین و زایلوزین بیهوش
باز کردن قفسه سینه حیوان، سر سوزن وارد بطن چپ حیوان 
شده و بعد از بریدن دهلیز راست جریان نرمال سالین از طریق 

میلـی   150سوزن وارد گردش خون حیوان شد، بعـد از عبـور   
لیتر نرمال سالین از مسیر گردش خون حیوان و شفاف شـدن  

ل سـالین قطـع و   خون خروجی از دهلیز راست، جریـان نرمـا  
وارد گردش خون عمـومی  ) PBSدر % (4محلول پارافرمالدهید 

لیتـر از پارافرمالدهیـد و   میلـی  100گذشتن . گردیدحیوان می
کند شدن جریان خروجی از دهلیز راست نشان دهنده تثبیـت  

)fix ( بـا قطـع کـردن جریـان     . هـاي حیـوان بـود   شدن بافـت
مخصوص قطع شده و پارافرمالدهید، سر حیوان توسط گیوتین 

  .شدمغز حیوان خارج می
ــوفلاوین ــب در    : تی ــت از راه قل ــد از تثبی ــه بع ــایی ک مغزه

ــب % 4پارافرمالدهیــد  ــد، درون قال ــرار داده شــده بودن ــاي ق ه
براي انجام رنگ آمیزي تیوفلاوین ابتـدا  .  پارافینی قرار گرفتند

. میکرونـی از مغـز تهیـه شـد     5هـاي  توسط میکروتـوم، بـرش  
دقیقه در زایلول قـرار   5هت دپارافینه شدن به مدت ها ج برش

دو دقیقه در  هیدراته شدن به ترتیبيدجهت گرفتند و سپس 
سپس یک قطـره  . قرار گرفتند% 70و % 80،% 90، %100الکل 

 1/0اسـید کلریـدریک     تیوفلاوین در% 5/0(محلول تیوفلاوین 
درون  ها قرار داده شد وفیلتر شده، روي هریک از برش) نرمال

دقیقـه نگهـداري    10یک محفظه تاریک و مرطـوب بـه مـدت    
هـا در آّب مقطـر شستشـو داده شـده و     در پایان برش. گردید

ها توسط میکروسـکوپ فلئورسـنت مـورد    جهت مشاهده پلاك
 .بررسی قرار گرفت

آمیـزي   ابتدا از هر مغز دو برش تهیه گردید و جهت رنگ: تانل
]  TUNEL Apoptosis(تانـل  هاي آپوپتوز مثبت از تست نورون
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Detection kit, Millipore, cat number:17-141, Germany (
هـا ، از  سـپس جهـت بررسـی و مشـاهده لام    .  استفاده گردید

پایــان درصــد در . میکروســکوپ فلوئورســنت اســتفاده گردیــد
 400xنورونهــاي تانــل مثبــت در ســه تصــویر بــا بزرگنمــایی  

  .شمارش شد
مـورد   SPSS.18ها با نـرم افـزار    داده: تجزیه و تحلیل آماري

ــت   ــرار گرف ــل ق ــه و تحلی ــورت   . تجزی ــه ص ــایج ب ــامی نت تم
بـراي مقایسـه   . انحراف معیار نشان داده شـده اسـت  ±میانگین

شـکل، زمـان سـپري    Yمیانگین درصد رفتارهاي تناوبی در ماز
شده و مسافت طی شده جهت یافتن سکو، زمان سـپري شـده   

هـا   هاي تانل مثبت میان گروهع محل سکو و درصد سلولدر رب
  .مستقل دو طرفه استفاده گردید tبه صورت دو به دو از آزمون 

 هایافته  
آمیزي تیوفلاوین جهت تأیید القاي آلزایمـر و   رنگ: تیوفلاوین

هــاي  پــلاك. هــاي بتاآمیلوئیــد انجــام گرفــت تشــکیل پــلاك
قابل مشـاهده اسـت    -AdCrو +AdCrهاي  بتاآمیلوئید در گروه

  )1شکل . (پلاکی مشاهده نشد Shamدر حالی که در گروه 
شکل در سـه  Yمیانگین رفتارهاي تناوبی در ماز : شکل Yماز

بـــه ترتیـــب برابـــر  +AdCrو -Sham،AdCrگـــروه مطالعـــه 
ــد   36/70±14/18و  33/17±13/64،  02/15±00/85 درص

) =01/0p(دار  معنی Shamو  -AdCrهاي بود که اختلاف گروه
دار از نظـر آمـاري معنـی    -AdCrو  +AdCrو اختلاف دو گروه 

  ).=44/0p(نبود 
زمان سـپري شـده جهـت یـافتن سـکو در      : ماز آبی موریس

  داري بیشتر از  یبه صورت معن -AdCrهاي صحرایی گروه  موش
  

داري از این نظر بود اما تفاوت معنی) =Sham )0001/0pگروه 
 1نمودار). (=1/0p(وجود نداشت  -AdCrو  +AdCrمیان گروه 

ها نشان دهنده اخـتلال در یـادگیري در   این یافته) 1و جدول 
و همچنـین   Shamدر مقایسه با گروه  -AdCrو  +AdCrگروه 

تأثیر بودن مکمل کراتین بر نقص در یادگیري ایجاد شده به بی
مقایسه مسـافت طـی شـده    . باشددنبال تزریق بتاآمیلوئید می

هـاي فـوق را   هاي مطالعه نیز یافتـه یافتن سکو در گروهجهت 
  ). 2و جدول  2نمودار(نماید تأیید می

 میانگین زمان سپري شده جهت یافتن سکو در سه روز آموزش  .1جدول 

  زمان سپري شده جهت یافتن سکو ها گروه
 )ثانیه(

Sham 99/0±89/20  
AD+CR- *53/0±89/27 
AD+CR+ **07/1±54/29 

 .بیان گردیده است)  SE( خطاي معیار ±ها به صورت میانگین داده
  ،)=AdCr- )001/0Pو  Shamمستقل بین دو گروه  tآزمون *

  )=AdCr- )10/0Pو  +AdCrمستقل بین دو گروه  tآزمون **
  

  میانگین مسافت طی شده جهت یافتن سکو در سه روز آموزش .2جدول 
  مسافت طی شده جهت یافتن سکو هاگروه

 )سانتیمتر(
Sham 48/20±77/425  

AD+CR- *12/35±13/645 
AD+CR+ **65/24±01/650 

  .بیان گردیده است)  SE(خطاي معیار ±ها به صورت میانگین داده
  )=AdCr- )002/0Pو  Shamمستقل بین دو گروه  tآزمون *

  )=AdCr- )45/0Pو  +AdCrمستقل بین دو گروه  tآزمون ** 

  

  
  )Ad( و گروه آلزایمري )sham(هاي صحرایی گروه شم  مقایسه ناحیه هیپوکمپ مغز در موش. 1شکل 

  .کنند ها را مشخص می ها محل تعدادي از پلاك فلش
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  )آموزش Tروز،  D(ها زمان طی شده جهت یافتن سکو در هر یک از آموزش .1نمودار 

  

  
  )آموزش Tروز،  D(ها هر یک از آموزشمیانگین مسافت طی شده جهت یافتن سکو در  .2نمودار 

  
  

در مقایسـه بـا    -AdCrگـروه  ) Probe(در آزمون به خاطرآوري 
زمان کمتري را در ربع محل سکو سـپري کردنـد    Shamگروه 

)01/0p= ( داري بـا گـروه   این نظر تفاوت معنیدر حالی که از
AdCr+ )2/0p= (دهـد کـه    ایـن موضـوع نشـان مـی    . نداشتند

ــاطر آوري در     ــه خ ــتلال در ب ــث اخ ــد باع ــه بتاآمیلوئی اگرچ
هاي صحرایی گردیده است اما مکمل کراتین تـأثیري بـر    موش

  .)3جدول ( وضعیت این اختلال حافظه نداشته اشت
ز میانگین زمان سپري شده در ربع محل سکو در رو .3جدول 

  )Prob(آزمون به خاطر آوري 
  زمان سپري شده در ربع محل سکو

 هاگروه )ثانیه(
91/0±91/35 Sham 

*78/0±99/31  AD+CR- 
**00/2±37/30  AD+CR+ 

  .بیان گردیده است ) SE( خطاي معیار ±ها به صورت میانگین داده
  )=AdCr- )01/0Pو  Shamمستقل بین دو گروه  tآزمون *

  )=AdCr- )23/0Pو  +AdCrمستقل بین دو گروه  tآزمون ** 

مشـخص اسـت تعـداد     2همان طـور کـه در شـکل    : آپوپتوز
بیشتر از  +AdCrو  -AdCrهاي  هاي تانل مثبت در گروهنورون
 Shamهاي تانل مثبت در برش مغزي حیوانات در گروه نورون

هـاي  هاي تانل مثبـت در گـروه  میانگین درصد نورون. باشد می
میــانگین درصــد . قابــل مشــاهده اســت 3در نمــودار مطالعــه 

بــه صــورت کــاملاً  Shamهــاي تانــل مثبــت در گــروه  نــورون
ــی ــروه  معن ــر از دو گ  -AdCrو ) =AdCr+ )001/0pداري کمت

)01/0p= (ــروه مــی ــا دو گ از نظــر  -AdCrو  +AdCrباشــد ام
دهند نشان نمی داريهاي تانل مثبت تفاوت معنیدرصد نورون

)322/0p= .(یـاري بـا   دهـد کـه مکمـل   ها نشان مـی این یافته
کراتین بعد از تزریق بتاآمیلوئید تأثیري در روند آپوپتوز ناشـی  

  .از تزریق بتاآمیلوئید نداشته است
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هایی که به آنها  هاي تانل مثبت در گروه تعداد نورون. هاي تانل مثبت با فلش سفید مشخص شده اند تعدادي از نورون. رنگ آمیزي تانل .2شکل 

  .باشد بتاآمیلوئید تزریق شده به صورت واضحی بیشتر می
  

  
  هاي مورد مطالعه هاي تانل مثبت در گروه درصد نورون .3نمودار 

  )=AdCr- )001/0Pو  Shamمستقل بین دو گروه  tآزمون *
  )=AdCr- )32/0Pو  +AdCrمستقل بین دو گروه  tآزمون ** 

  
   [
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  بحث  
در ناحیه  1-42در مطالعه حاضر تزریق تک دز بتاآمیلوئید 

CA1 هاي صحرایی نـر ویسـتار موجـب اخـتلال در      مغز موش
مطالعات متعـددي  . یادگیري فضایی در ماز آبی موریس گردید

هاي مختلـف بتاآمیلوئیـد را    تأثیر تزریق و یا انفوزیون فرگمنت
هـاي صـحرایی بررسـی     هاي مختلف مغـز در مـوش   در قسمت

نمـوده انـد؛ اگرچــه بعضـی از ایـن مطالعــات دوزهـاي پــایین      
، )23(میلوئید را مؤثر و بعضی بی تأثیر گـزارش کـرده انـد    بتاآ

هاي رفتاري شـش   مطالعه حاضر نشان داد؛ هنگامی که آزمون
 1-42هفته بعد از تزریق انجام گیرد،تزریق تک دز بتاآمیلوئید 

سـاعت در   48انکوبه شـده بـه مـدت    (به صورت پري فیبریلار 
رایی هـاي صـح   مغـز مـوش   CA1در ناحیـه  ) 24)(دماي اتـاق 

تواند موجب اختلال در حافظه فضایی و نه حافظه احترازي  می
هاي مربوط به شاتل بـاکس گـزارش نگردیـده     داده(غیر فعال 

  . گردد) است
این مطالعه اولین مطالعه اي اسـت کـه بـه بررسـی تـأثیر      
مکمل یاري با کراتین بر عملکرد شناختی در بیمـاري آلزایمـر   

هفته مکمل یاري، کراتین  6د از در مطالعه حاضر بع. پردازد می
ــادگیري و بــه خــاطرآوري در مــوش  هــاي  تــأثیر مثبتــی در ی

صحرایی که با تزریـق بتاآمیلوئیـد دچـار اخـتلال در عملکـرد      
شـش مطالعـه دیگـر کـه تـأثیر      . شناختی شده بودند، نداشت

مکمل یاري با کراتین را بر عملکرد مغز را مـورد مطالعـه قـرار    
مکمل را در افراد سـالم مـورد بررسـی قـرار      اند، تأثیر این داده
اي که همسـو بـا    از این میان تنها مطالعه). 3، 12-16(اند  داده

یاري با کراتین بر عملکرد مغز  مطالعه حاضر تأثیر مثبت مکمل
که ) 14(باشد  و همکاران می Rawsonرا گزارش کرده، مطالعه 

مطالعات . تدر واقع آخرین مطالعه انجام شده در این زمینه اس
هـایی بـا    فوق از نظر روش مطالعه و گروه مورد مطالعه تفـاوت 

در دو مطالعـه مجـزا    McMorrisاز جمله . مطالعه حاضر دارند
تأثیر مثبت کراتین را در افرادي نشان داد که تحت تأثیر یـک  

و یا بی خوابی در کنار فعالیـت فیزیکـی   ) 15(دوره بی خوابی 
  مطالعـه حاضـر ماننـد مطالعـه     در حـالی کـه در  ). 16(بودند 

Rawson      و همکاران هیچگونه محرومیـت از نظـر خـواب و یـا
). 14(هـا اعمـال نشـده بـود      فعالیت فیزیکی در رابطه با نمونه

و همکاران نیز  Raeدلیل بهبود عملکرد مغزي افراد در مطالعه 
چراکه سـطح کـراتین   . تواند گیاهخوار بودن این افراد باشد می

سرم، عضلات و احتمالاً مغز در افراد گیـاهخوار در مقایسـه بـا    
افراد غیر گیاهخوار پایین تر بوده و چه بسا بعد از مکمل یاري 
با کراتین افزایش کراتین در مغز این گروه چشم گیر تر باشـد  

عه حاضر به عنوان یک کـار تجربـی روي مـوش    مطال). 3، 14(

توانـد اعتبـار داخلـی بـالاتري نسـبت بـه سـایر         صحرایی مـی 
هـاي صـحرایی    اگرچه مـوش . مطالعات انجام شده داشته باشد

مانند افراد گیاهخوار کراتین قابل توجهی از رژیم غذایی عادي 
کنند اما تفاوتهـاي موجـود میـان گروههـاي      خود دریافت نمی

هـاي انجـام    العه، دز مکمل مورد استفاده و نوع آزمونمورد مط
شده از نظر فعالیت مغزي مورد سنجش و انرژي خـواه بـودن،   

و  Raeمقایسه نتایج این بررسی را با کـار انجـام شـده توسـط     
در نتیجه انجام مطالعات . سازد همکاران و سایرین را دشوار می

از نظـر   هـاي متفـاوت و در شـرایط متفـاوت     مشابه بـا آزمـون  
توانـد نتـایجی    خستگی، بی خوابی و یـا حتـی گرسـنگی مـی    

علاوه بـر اینهـا   . متفاوت با مطالعه حاضر به دنبال داشته باشد
تواند  مهمترین تفاوت این مطالعه با مطالعات تقریبا مشابه، می

توجیه کننده نتایج متفاوت آن در مقایسه با اکثر مقالات بـوده  
هاي صحرایی با استفاده از تزریق  وشو آن هم القا آلزایمر در م

تـأثیر بتاآمیلوئیــد در کــاهش فعالیــت  . باشــد بتاآمیلوئیـد مــی 
ها در بیماران مبتلا به آلزایمـر و همچنـین   کیناز نورونکراتین
). 19، 20(هـاي تجربـی آلزایمـر گـزارش شـده اسـت       در مدل

هـم در یکـی از   % 86کینـاز بـه میـزان    کاهش فعالیت کـراتین 
رسـد کـه ایـن    به نظـر مـی  ). 18(زارش شده است مطالعات گ

کیناز در روند پیشرفت بیمـاري آلزایمـر   کاهش فعالیت کراتین
اهمیت بسیاري دارد و حتی این ادعا وجود دارد که این کاهش 
فعالیت آنزیم کراتین کیناز، عامل اصـلی اخـتلال در عملکـرد    
شناختی ناشی از افزایش سن و همچنین دلیـل زوال عقـل در   

در مطالعـه حاضــر، فعالیـت در مغــز   ). 19(باشــد  لزایمـر مـی  آ
ممکن است کاهش در . هاي صحرایی اندازه گیري نگردید موش

هـا در اثـر تزریـق    کیناز در نورونکراتین کیناز فعالیت کراتین
بتاآمیلوئیــد بــه حــدي شــدید بــوده اســت کــه حتــی تــأمین  

تین، یـاري بـا کـرا   سوبستراي بیشتر براي این آنزیم بـا مکمـل  
نتوانسته است تأثیري بر عوارض ناشی از کاهش فعالیـت ایـن   

). 18، 19(آنزیم در اختلال شناختی در حیوانات داشته باشـد  
اثرات مفید این مکمل در بهبود حافظه و یادگیري که در افراد 

، در مدل تجربی آلزایمـر  )3، 12، 13(سالم گزارش شده است 
بته این احتمال هـم وجـود   ال. به این دلیل تکرار نگردیده است

کینــاز در اخــتلالات دارد کـه  نقــش کـاهش فعالیــت کـراتین   
شناختی ناشی از افزایش سن و در بیماري آلزایمر تا حـدودي  

انجام مطالعات مشـابه کـه در آن   . مورد اغراق قرار گرفته باشد
تواند صحت و  فعالیت کراتین کیناز مغزي اندازه گیري شود می

  .تر نمایدکانیسم احتمالی را روشنیا عدم صحت این م
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داري در نتایج مطالعه حاضر همچنین هـیچ تفـاوت معنـی   
 +AdCrو  -AdCrهـاي تانـل مثبـت در دو گـروه     درصد نورون

و همکـاران اثـر     Brewerنشان نداد؛ در حالی کـه در مطالعـه  
ــل ســمیت بتاآمیلوئیــد را   ــورونی کــراتین در مقاب محافظــت ن

هاي مهمی کـه شـرایط    علاوه بر تفاوت. )17(اند  گزارش نموده
دو مطالعه در محیط کشت و مطالعه روي موجـود زنـده دارد،   

یافته با توجه پایین بودن سرعت افـزایش ذخیـره کـراتین     این
مغز به دنبال مکمل یاري با کراتین کـه در مطالعـات گذشـته    

بـه عبـارتی   . نیـز قابـل تفسـیر اسـت     )19(گزارش شده است 
ها کندتر از آن بـوده کـه   کراتین در نورون ممکن است افزایش

ــل ســمیت   ــورونی کــراتین در مقاب ــرات محافظــت ن بتوانــد اث

بتاآمیلوئید را نشـان بدهـد و مطالعـات مشـابه لازم اسـت تـا       
تأثیرات محافظت نورونی احتمالی مکمل یاري با کراتین قبـل  

  .از تزریق بتاآمیلوئید را مورد آزمون قرار دهند
یـاري بـا کـراتین    چنین بیان کرد که مکمل توان نهایتاً می

بعد از تزریق بتاآمیلوئید هیچ گونه تأثیري بر یادگیري،حافظـه  
براي رسیدن . هاي صحرایی نر ویستار ندارد و آپوپتوز در موش

هـاي احتمـالی،    به نتیجه گیري قطعی و روشن شدن مکانیسم
یـاري و   هـاي متفـاوت مکمـل    انجام مطالعـات بیشـتر بـا روش   

توانـد در شـرایط متفـاوت     هاي رفتاري مختلف کـه مـی   ونآزم
  .انجام شود، ضرورت دارد
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Background and Objectives: Considering the positive effects of creatine supplement on cognitive 
performance in healthy individuals, the present study was performed with the aim of determining the 
effects of creatine supplementation on learning, memory and apoptosis after injection of Amyloid β(Aβ) in 
male wistar rats. 

Materials & Methods: Twenty four male wistar rats (weighting 250±50 grams) were randomly divided 
into three groups (n=8 for each groups). Two groups were given a bilateral amyloid beta injection in the 
CA1 hippocampus (2μg per CA1), one of them received a cho containing 2% creatine monohydrate 
(AdCr+ group) and other group continued to receive normal cho(AdCr-). The sham group were injected 
by normal saline in CA1 hippocampus and received normal cho during the study. After six weeks, the 
Morris Water Maze (MWM) and Y-maze tests were administered, and learning ability and memory 
retrieval were measured. After scarification of the animals, TUNEL test for an anti-apoptosis assay was 
performed. 

Results: The sham group performed better in Y-maze and MWM  compare to the AdCr- and AdCr+ 
groups. The apoptotic neurons count in the sham group were less than in the AdCr+ and AdCr- groups; 
however, the results indicated no differences between the AdCr+ and AdCr- groups in learning, memory 
retrieval, and percentage of TUNEL positive neurons. 

Conclusion: After Aβ injection, creatine supplementation had no effect on learning, memory and 
apoptosis in male wistar rats. 

Keywords: Alzheimer, Creatine supplementation, Learning, Memory, Apoptosis 
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