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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Postoperative neurological deficit is the most devastating complication after thoracoabdominal aortic 

aneurysm repair. Despite demonstrated neuroprotective effects of estradiol, its protective efficacy against spinal cord 

ischemia-reperfusion and underlying mechanisms are not yet elucidated.

Methods: Two groups, each of 10 New Zealand white male rabbits, were studied. Control group received sesame 

oil (vehicle) while the treatment group received 17-β-Estradiol Cypionate (1 mg/kg) dissolved in sesame oil, 30 minutes 

before abdominal aortic clamping for 18 minutes. A group of sham operated animals was also included, which consisted 

of 5 rabbits subjected to operative dissections without aortic occlusion. After 48 h reperfusion we investigated the 

efficacy of estradiol in attenuating the spinal cord ischemia-induced pathology through neurological, histopathological, 

and western blot assessments.

Results: The results showed that administration of estradiol 30 minutes before induction of spinal cord ischemia in 

rabbits improved functional outcome and prevented the worsening pattern of neurological function over 48 hours. Near 

to normal histopathological outcome of lumbar part of spinal cords in these animals confirmed neuroprotective effects 

of estradiol. Estradiol also reduced spinal cord Heat shock protein 70 and cleaved caspase-3 in this ischemic context.

Conclusion: Estradiol can be considered as a potential candidate to protect against spinal cord ischemia-

reperfusion-induced paraplegia resulting from thoracoabdominal aortic aneurysm repairs.
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ري پرفیوژن توسط تجویز حاد  –محافظت نخاع در مقابل آسیب ایسکمی

   استرادیول در خرگوشهاي نر

  *1، ابوالحسن احمدیانی 1، فاطمه محققی1یلا درگاهی، ل1، آزاده عبدي1، فریبا خداقلی2، حبیب اله پیروي1لیلا خلج

  تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران مرکز. 1

  تحقیقات نانومدیسین و مهندسی بافت، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران مرکز .2

  88 اسفند 26: پذیرش    88 دي 30: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز ژن برخی آنزیم بیان مرفین و

  چکیده

        ري پرفیـوژن  -اختلال عملکرد نورولوژیک نظیر پاراپلژي از عوارض ناتوان کننده متعاقب جراحیهـاي آنوریسـم آئـورت توراکوابـدومینال خصوصـا بـا علـت ایسـکمی         :مقدمه

ري پرفیوژن نخاعی و نیـز مکـانیزم هـاي دخیـل در آن،      -بسیاري در ارتباط با اثرات نوروپروتکتیو استرادیول، کارائی حفاظتی این عامل علیه ایسکمی  علیرغم مطالعات. می باشد

  .هنوز مورد تحقیق و مطالعه قرار نگرفته است

 1بتا استرادیول با دوز -17) درمان(و گروه دیگر ) حلال(گروه کنترل روغن کنجد . خرگوش سفید نیوزلندي نر مورد مطالعه قرار گرفتند 10دو گروه، هر کدام شامل  :ها روش

تحت شـرایط کـاملاً یکسـان بـا دو     ) n =5(همچنین یک گروه شم  . دقیقه قبل از بستن آئورت شکمی  دریافت کردند 30میلی گرم بر کیلوگرم که در روغن کنجد حل شده بود، 

ساعت خونرسانی مجدد با بررسی هاي نورولوژیک، هیستوپاتولوژیک و وسترن بـلات   48پس از . دارو و حلال و نیز بستن رگ، در نظر گرفته شد گروه نامبرده به استثناي دریافت

  .ري پرفیوژن نخاعی پرداختیم –به مطالعه کارائی استرادیول در تخفیف پاتولوژي القاء شده توسط ایسکمی

دقیقه قبل از القاي ایسکمی نخاعی در خرگوشهاي نر ، سبب بهبود عملکرد نورولوژیک در آنها شده و از رونـد   30د که تجویز استرادیول نتایج این مطالعه نشان دادن :یافته ها

 ـ  . ساعت مطالعه جلوگیري می نماید 48پیشرونده اختلالات عملکرد نورولوژیک در عرض  ات، سـبب تاییـد   نتایج هیستوپاتولوژیک نزدیک به نرمال بخش کمري نخـاع ایـن حیوان

  . فعال ، در بافت نخاع و در شرایط ایسکمی شد Caspase-3و  HSP70استرادیول همچنین ، موجب کاهش سطح پروتئین . بیشتر اثرات نوروپروتکتیو استرادیول گشت

ري پرفیـوژن نخـاعی    -فلج القاء شده توسط آسیب ایسـکمی  را می توان به عنوان یک کاندیداي بالقوه جهت محافظت علیه بنابر نتایج این تحقیق، استرادیول :یريگنتیجه 

  .ناشی از جراحیهاي آنوریسم آئورت توراکوابدومینال، لحاظ نمود

  

  فعال HSP70 ،Cas-3ري پرفیوژن نخاعی، -استرادیول، ایسکمی :هاي کلیدي واژه
 

 

  *مقدمه

ــدومینال   ــوا بــ ــورت توراکــ جراحیهــــاي آنوریســــم آئــ
  

  

  aahmadiani@yahoo.com                 :نویسندة مسئول مکاتبات  *

  www.phypha.ir/ppj:                                          وبگاه مجله   

)thoracoabdominal(کلامپ  ، مستلزم)طولانی مـدت  ) بستن

آئورت جهت جلوگیري از خونریزي حـین جراحـی بـوده کـه بـه      

اختلال در خونرسانی و القاي ایسکمی در نواحی انتهـایی نخـاع   

انجامیده و عوارض مخرب و نـاتوان کننـده اي نظیـر پـاراپلژي     

)paraplegia ) ((یا پاراپرزیس ) فلجparaparesis (]4[ با درصد

. ]34[ را در پی دارد% 4-40شیوعی معادل 
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راهکارهاي بسیاري نظیر شـانتهاي موقـت، درینـاژ مـایع     

و برخـی راهکارهـاي    ]43, 45 [مغزي نخاعی و هـایپوترمی  

 هـاي رادیکـال هـاي آزاد    scavengerفارماکولوژیک نظیـر  

ــده  ]46[ ــاي گیرنـ ــت هـ و ]NMDA13 [، آنتاگونیسـ

کمیک یس ـ، جهت پیشگیري از عـوارض ا ]30[وازودیلاتورها 

، اتخاذ شده اند که اگر چه در سال هاي ناشی از این جراحیها

اخیر سبب کاهش میزان بروز فلج متعاقب جراحی گشته انـد،  

و نیاز به  ]14[اما این معضل هنوزبه طور کامل از میان نرفته 

مطالعات بیشتر به منظور معرفی فاکتورهاي اصلی که در فلج 

نقش کلیدي ایفا می کنند  القاء شده توسط ایسکمی نخاعی ،

و نیز معرفی عاملی که به طور قوي قادر به محافظـت نخـاع   

  .در برابر شرایط ایسکمی باشد، همچنان وجود دارد 

 ]21[، تولید رادیکالهاي آزاد ]2[ ، التهاب]23[ سمیت سلولی

ــوز  ــده    ]23[و آپوپت ــایع پیچی ــه وق ــزاي مجموع ــی از اج همگ

ري  -ط آســیب ایســکمیپاتوفیزیولوژیــک تحریــک شــده توســ

پرفیوژن وارده بر سیستم اعصاب مرکزي هستند کـه منجـر بـه    

  .]9[ مرگ سلولی می شوند

، عضوي قابل القاء از خـانواده هیـت   70هیت شوك پروتئین 

شوك پروتئین ها که پروتئین هاي استرس نیز نامیده می شـوند  

 ]1[بوده و در پاسخ به انـواع مختلـف اسـترس نظیـر ایسـکمی      

بیشتر مطالعات خبـر از نقـش حفـاظتی القـاي     . ش می یابدافزای

. ]15[در ایسـکمی مغـزي مـی دهنـد      70هیت شوك پـروتئین  

ممکن است مسـتقیماً   HSP70تحقیقات اخیر نشان داده اند که 

در مسیرهاي مرگ سلولی نظیر آپوپتوز و نکروز مداخله نمـوده و  

 41 ،16 [. همچنین ممکن است سبب تعدیل التهاب نیـز گـردد  

می توانـد   HSP70عقیده بر این است که سنجش سطح . ] 47و

شاخصی از استرس التهابی بافت عصبی متعاقب ایسـکمی و نیـز   

  .باشد]15 [ نشانگر شدت استرس

      مرگ سلولی متعاقب ایسکمی ، شامل یـک فـاز حـاد اولیـه    

ناشی از سمیت سلولی بـویژه بـه دلیـل    ) عمدتاً مرگ نکروتیک(

عمـدتاً مـرگ   (و یک فـاز تـاخیري پیشـرونده     آسیب ایسکمیک

ناشـی از فعـال شـدن رونـد هـاي التهـاب و آپوپتــوز       ) آپوپتیـک 

، بـه  Caspase-3.]9[ بخصوص در فاز ري پرفیـوژن مـی باشـد   

عنوان عامل نهایی روند مرگ آپپتوز وابسته به کاسپاز می باشـد،  

به طوریکه توسط فعال کردن دئوکسی ریبـو نوکلئازهـا، موجـب    

 ـ. مـی شـود   DNAتکه شـدن  تکه     Caspase-3راین مهـار ـبناب

    .]10[می تواند سبب کاهش مرگ سلولی از نوع آپپتوز شود 

با توجه به دخالت مسیرهاي تخریبی متعـددي کـه متعاقـب    

 ،ري پرفیوژن فعال می شوند، یک درمان بالقوه –آسیب ایسکمی

ز چنـدین  باید شامل استفاده از یک عامل چند کاره و یا ترکیبی ا

عامل، بویژه آنهایی که مسیرهاي دخیل در مرگ سلولی را متاثر 

یکـی از ایـن عوامـل چنـد کـاره بـا        استرادیول. می سازند، باشد

ــیدان    ــواص آنتــی اکس ــابی  ]26[خ ــد الته ــی  ]42[، ض و آنت

 CNSاست که در مدل هاي مختلف بیماریهاي  ]48[اپوپتوتیک

ه تخفیف مرگ نورونی در اثرات درمانی اعمال نموده و نیز قادر ب

ــف   ــات مختل ــت   in vitroو  in vivoمطالع ــوده اس  .]18[ب

استرادیول اثرات پروتکتیو خود را از طریق متاثر ساختن مسـیرها  

  Caspase-3و  ]HSP70 ]31و مولکولهاي مختلـف، از جملـه   

که چنانچه عنوان شد از اجزاي پروسه هاي فعال شده  ]36، 19[

ري پرفیوژن نیـز هسـتند، اعمـال مـی      -متعاقب آسیب ایسکمی

در قیاس با مطالعات متعدد و بسیاري که دلالت بر اثـرات  . نماید

نوروپروتکتیو اسـترادیول در اخـتلالات مغـزي دارنـد، گزارشـات      

بسیار اندکی مبنی بر اثرات استرادیول در اختلالات نخاعی وجود 

، 6[ی دارند که تمرکز آنها هم عمدتاً بر آسیب تروماتیـک نخـاع  

بوده و گزارشی که به بررسی اثـرات اسـترادیول در شـرایط     ]37

  .دسترس نیستایسکمی نخاعی پرداخته باشد، در

نکته قابل توجه این که بر اساس مطالعات ثابت شـده اسـت   

که مغز و نخاعی که در معرض آسیب تروماتیـک  یکسـان قـرار    

ا بروز می گیرند، واکنش هاي التهاب عصبی متفاوت از یکدیگر ر

می دهند و اخیراً مشخص شده است که نخاع را نباید به سادگی 

حتـی تفاوتهـاي نـژادي و    . به عنوان دنباله اي از مغز لحاظ کرد

گونه اي در پاسخهاي التهاب عصـبی بـه آسـیب هـاي یکسـان      

این واقعیت که نقش هر آنزیم یـا  . ]12[نخاعی گزارش شده اند 

ــدل هـ ـ  ــد در م ــدیاتور درون زاد، بای ــزاي  م ــف و مج اي مختل

آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گیرد تا از تعمیم دادن بـه اشـتباه   

نتایج یک آزمایش به دیگري جلوگیري شود، گاهی مورد غفلـت  

در مجموع، با توجه به فقدان مطالعـه اي در  . ]33[قرار می گیرد 

دراختلالات ایسکمی نخـاعی، در ایـن    استرادیولرابطه با اثرات 

مک ارزیابی هاي رفتاري، هیستوپاتولوژیک و وسترن مطالعه با ک

اسـترادیول در محافظـت از    -بتـا  -17بلات به بررسی توانـایی  

ري پرفیـوژن و آشکارسـازي    -نخاع در مقابل آسـیب ایسـکمی  

بیشتر مکانیزمهاي احتمالی دخیل، بـویژه اثـرات اسـترادیول بـر     
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HSP70      را به عنوان شاخصی از اسـترس بافـت عصـبی و نیـز

Caspase-3     فعال را به عنوان عضوي از پروسـه مـرگ سـلولی

آپوپتوتیک فعال شده در بافت نخاع کمـري خرگوشـهاي تحـت    

  .مطالعه ، مورد مطالعه قرار دادیم 

  مواد و روشها 

مرکـز   "اخلاق در تحقیق "ه حاضر پس از تایید هیات عمطال

 .علوم اعصاب دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی به انجام رسید

 NIHتمام پروتکل هاي آزمایشی مطابق با دستور العمـل هـاي   

خرگوش سـفید   25. در زمینه مراقبت و استفاده از حیوانات بودند

تهیـه  ( کیلـوگرم   2-3ماهه با متوسط وزنی  6-7نر نژاد نیوزلند 

جهت این مطالعـه اسـتفاده   ) شده از انستیتو پاستور تهران، ایران 

و با دسترسی آزاد به آب   c° 21 حیوانات در دماي متوسط. شدند

ساعت قبل از جراحی که محـروم از   12البته به استثناي ( و غذا 

خرگوشـها توسـط یـک دوز     .نگهـداري مـی شـدند    ) غذا بودند 

 10(  و زایلازین) کیلو گرم/ میلی گرم  50( عضلانی از کتامین 

بیهوش شده و در صورت لزوم کتامین را ) کیلو گرم / میلی گرم 

دوز اولیـه،   4/1ز طریق یک کاتتر وریدي در گـوش بـه میـزان    ا

حیوانات هـواي اتـاق را بـدون     .حین جراحی در یافت می کردند

دماي بـدن  . استنشاق می کردند) ونتیلاتور(کمک دستگاه تهویه 

. حفظ می شـد  c° 38آنها توسط یک پد جراحی گرماده در حدود 

 ـ وان را بـه پهلـوي   پس از آماده سازي مقدمات اولیه جراحی، حی

سانتی متر به موازات نخاع و از ناحیه  5راست خوابانیده و برشی 

دسترسـی بـه   . زیر دنده ها در پهلوي چپ حیوان ایجاد می شـد 

آئورت ابدومینال از مسیر خلف صفاقی و در ناحیه تحـت شـریان   

هپـارین  . کلیوي، تا فوق دو شاخگی ایلیاك، صورت مـی گرفـت  

دقیقه قبـل از   5وریدي حدود ) کیلوگرم/  واحد بین المللی 250(

بستن آئورت شکمی تزریق شده و سپس آئورت شکمی در ناحیه 

  سانتی متر پایین تر از شریان کلیوي چپ توسط یک کلامـپ  1

دقیقه مسـدود مـی    18عروقی غیر آسیب رسان به مدت ) گیره( 

در پایان ایـن زمـان گیـره برداشـته شـده و برقـراري        .]25[شد 

سـپس لایـه هـاي    . خون به صورت چشمی تایید می شد جریان

عضلات شکمی حیوان بخیه شده و پس از بهوش آمدن حیوانات 

   .]7[به قفس هاي خود برگردانده می شدند 

     اسـترادیول سـیپیونات   -بتـا  -10n= ( ،17(در گروه درمـان  

، کـه در روغـن   )Sigmaتهیه شده از ) ( کیلوگرم/ میلی گرم  1(

 30وان حلال حل شده بود، بـه صـورت عضـلانی و    کنجد به عن

دوز اسـترادیول بـر   . دقیقه قبل از بستن آئورت، تجویز مـی شـد  

اســاس دوز مصــرف شــده ایــن عامــل در مطالعــه اي بــر روي  

بـه حیوانـات گـروه     .انتخاب شـد  ]17[ایسکمی قلبی خرگوشها 

بـه صـورت   ) حـلال ( ، روغن کنجـد  ) =10n(ایسکمیک کنترل 

حیوانات . قیقه قبل از بستن آئورت تزریق می شدد 30عضلانی و

تحت شرایط کاملاً یکسان با دو گـروه نـامبرده   ) =5n(گروه شم 

  .به استثناي دریافت دارو و حلال و نیز بستن رگ، قرار گرفتند

سـاعت   48،24،6عملکرد نورولوژیـک حیوانـات در زمانهـاي   

عی پس از القاي آسیب ایسکمی توسط فردي که هیچ گونه اطلا

از گروههاي آزمایش نداشت و بر اسـاس سیسـتم کمـی کـردن     

Tarlov )حرکات بسیار 0اسکور : فاقد هیچگونه حرکتی در پاها ،

، حرکت خوب در پاها اما عـدم توانـایی   1اسکور : محدود در پاها

، قادر بـه ایسـتادن و راه رفـتن روي    2اسکور : ایستادن روي پاها

) 4اسکور : ، بهبود کامل3کور اس: پاها اما ناتوان در جهش نرمال

  .]46[ مورد ارزیابی قرار گرفت

 ،ساعت 48پس از اتمام ارزیابی عملکرد نورولوژیک در زمان 

شـدند و  ) مرگ بـی درد توسـط کلروفـرم   ( Euthanizeحیوانات 

 L3-L5نـواحی   . از نخاع آنها سریعا استخراج شد L3-S1ناحیه 

ــد   ــول پارافرمالدئی ــاع در محل ــ% 4از نخ ــفات  در ب  1/0افر فس

هفته جهت فـیکس شـدن بافـت     2به مدت  c° 4لیتر و در /مول

مابقی بافت نخاع ابتدا در نیتروژن مایع فریز شـده  . نگهداري شد

جهت بررسی هاي وسترن بـلات نگهـداري    -c° 80و سپس در 

  .شد 

ــاع در    ــت نخ ــداري باف ــان نگه ــه زم ــان دوهفت ــس از پای پ

ــد  ــه توســط بر% 4پارافرمالدئی ــتگاه  ، نمون ــه مناســب در دس نام

Tissue processor     پروسس شده و سـپس در پـارافین بلـوك

از این بلوك ها تهیه  mµ5برش هایی با ضخامت . گیري شدند

ارزیابی هاي . ائوزین رنگ آمیزي شدند–و با روش هماتوکسیلین

هیســتوپاتولوژیک توســط همکــاري کــه اطلاعــی از گروههــاي 

. کوپ نوري صـورت گرفـت  آزمایشی نداشت و با کمک میکروس

در بخش قـدامی  (  نورونهاي حرکتی نرمال در شاخ قدامی نخاع

خطی که از کانال مرکزي نخاع و به صـورت عمـود بـر شـکاف     

براي هر حیوان شمارش و میانگین آنها ) میانی قدامی می گذرد 

سلول هایی با سیتوپلاسم ائوزینوفیلی گسـترده کـه   . محاسبه شد
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ود را از دسـت داده بودنـد بـه عنـوان     هسته و اجسام نیسـل خ ـ 

و سـلولهایی کـه توزیـع یکنواخـت از اجـزاي       "سلولهاي مرده"

بازوفیل سلولی نظیر اجسام نیسل را بـا حفـظ هسـته و سـاختار     

     لحـاظ  "سـلول هـاي زنـده     "سلول بروز می دادند بـه عنـوان   

  .]28[ می شدند

ــاي   ــروتئین ه ــان پ ــرات بی و  HSP70جهــت بررســی تغیی

Caspase-3    آنالیز وسترن بلات بر بخش کمـري بافـت نخـاع ،

نمونه هاي بـافتی در یـک   . حیوانات تحت مطالعه صورت گرفت

 Tris-Hclلیتـر  /مول Nacl  ،01/0لیتر /مول1/0(بافر لیز کننده 

و کوکتیل مهـار کننـده    EDTAلیتر /میلی مول PH  ،1=5/7با 

ه در هموژن شده و سپس بافت هاي هموژنـه شـد  ) هاي پروتئاز

c° 4  وg1000  دقیقه سانتریفوز شدند 30به مدت.  

سوپرناتانت هاي حاصله به عنوان نمونـه هـاي حـاوي کـل     

غلظتهـاي   .پروتئین هـاي سـلولی مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد      

. ]3[پروتئینی هـر نمونـه مطـابق روش برادفـورد تعیـین شـدند       

هـت  ج. منحنی هاي استاندارد با آلبومین سرم گاوي رسم شـدند 

و  c°  100، نمونه هاي پروتئینـی در  SDS-PAGEالکتروفورز 

جوشـانده  % 5مرکاپتواتـانول  -درصد و بتـا  SDS 5/2در محلول 

 نمونـه بـر   میکروگرم از پروتئین کل هر 60شده و میزانی معادل 

. درصد لود و الکتروفورزشدند 5/12روي ژل هاي پلی اکریلامید 

وسـط یـک بـافر انتقـال     پروتئین هاي مجزا شـده از روي ژل، ت 

میلـی   Tris-Hcl )5/7=PH( ،150لیتـر  /میلـی مـول   20شامل 

، بر روي غشاهاي نیتروسلولز % 20لیتر گلایسین و متانول /مول

)Porablot Macherey-Nagel Germany (منتقــل شــدند .

 Trisلیتر /میلی مول TBST )20پس از انتقال، غشا در محلول 

base  ــا  Nacl  ،0.05%لیتــر /میلــی مــول  PH  ،137=7.6ب

Tween20 ( شیر خشک بدون چربی جهت پیشگیري % 2حاوي

از اتصال آنتی بادي ها بـه  نـواحی غیـر اختصاصـی، غوطـه ور      

و c° 4سپس این غشاها در مجاورت با آنتی بادي اولیه در . شدند

آنتی بادي هـاي اولیـه مصـرفی     .ساعت قرار گرفتند 18به مدت 

  :از عبارت بودند

1/1500 Mouse HSP70 monoclonal Ab (Strengen, 

C92F3A-5)

1/1000 Rabbit Caspase-3 polyclonal Ab 

(Calbiochem, 235412)

0/5 mg/ml Mouse β-actin monoclonal Ab 

(Biovision, 3598-100)

هـاي ثانویـه     Ab، غشـاها بـا    TBSTپس از شستشـو بـا   

ی بادي هـاي  آنت. دقیقه مجاور شدند 90دردماي اتاق و به مدت 

  :ثانویه عبارت بودند از 

1/10000 Rabbit IgG-HRP-Linked Ab (Cell 

Signaling)

1/10000 Mouse IgG-HRP-Linked Ab (Cell 

signaling)

شسـته شـده و در نهایـت     TBSTسپس غشاها مجـدداً بـا   

باندهاي پروتئینی بروي فیلم هـاي عکاسـی و بـا کمـک کیـت      

ECL )Amersham (پــروتئین هــاي . ظــاهر گشــتندHSP70، 

Caspase-3 بـه ترتیـب در   ) به عنـوان کنتـرل  (اکتین  -و نیزبتا

فیلم ها اسـکن  . کیلو دالتون شناسایی شدند 44و  17، 70نواحی 

  .کمی شدند Imag Jشده و توسط نرم افزار 

ــلات و      ــترن ب ــات وس ــا در آزمایش ــان گروهه ــاوت می تف

 Post hocیکطرفه و سپس  ANOVAهیستوپاتولوژیک توسط 

Tukey HSD   ــط ــک توس ــات نورولوژی -Mannو در آزمایش

Witney U test  16.0در SPSS   مورد بررسـی قـرار گرفتنـد ، .

از لحـاظ   P<0.05ارائه شده و Mean ±SEMداده ها بصورت 

   .آماري معنی دار تلقی شد

تجویز استرادیول نه تنها  .در هر مقطع زمانی Tarlovتغییرات اسکور   - 1 شکل

اظت عملکرد نورولوژیک  حیوانات در قیاس با گروه ایسکمیک کنترل در هر موجب حف

از روند پیشرونده اختلال عملکرد  مقطع زمانی گشت ، بلکه همچنین سبب پیشگیري

داده ها به صورت . ساعت مطالعه حاضر شد 48نورولوژیک در عرض 

Mean±SEM آنالیز آماري . اند ارائه شدهMann-Witney U test

)P<0.001 ***P<0.01, **P<0.05, *(  
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  ها یافته

بیانگر نتایج ارزیـابی نورولوژیـک همـه گروههـا در      1شکل 

ــاي  ــند  48و  6،24زمانه ــی باش ــس از ایســکمی م ــاعت پ . س

خرگوشهاي گروه شم هیچ گونه اختلال عملکـرد نورولوژیـک را   

بهبـود معنـی داري در   . ساعت مطالعه بروز ندادنـد  48در عرض 

عملکرد حرکتی پاهاي خرگوشهاي دریافت کننده اسـترادیول در  

بـه  . ( قیاس با حیوانات گـروه ایسـکمیک کنتـرل مشـاهده شـد     

ــب ــع   P<0.001و  P<0.05 ،P<0.001ترتی ــر مقط ــراي ه ب

 48روند پیشرونده اختلال عملکرد نورولوژیک در عرض ). زمانی

ساعت در گروه ایسکمیک کنترل بارز بوده در حالیکه استرادیول 

به صورت چشمگیري سبب پیشـگیري از ایـن الگـوي تخریبـی     

هیچ علامتی از تخریـب نخـاعی در بـرش هـاي      .پیشرونده شد

 روه شمـائوزین حیوانات گ -وکسینـهمات  با  گ آمیزي شدهـرن

  ) .  A-C،2شکل ( مشاهده نشد 

در اکثر خرگوشهاي گـروه ایسـکمیک کنتـرل، بـرش هـاي      

هیستوپاتولوژیک حاکی از کاهش شدید تعداد نورونهـاي سـالم و   

تخریب نورونی گسـترده کـه واکوئلاسـیون جسـم خاکسـتري و      

ت رفتن اجسام نیسل تخریب نورونی ائوزینوفیک به همراه از دس

).  D-F، 2شـکل  (  و هسته در این نورونها رادر برداشت، بودنـد 

  .ائوزین رنگ آمیزي شدند-ساعت پس از القاي ایسکمی استخراج و باهماتوکسیلین 48یافته هاي هیستوپاتولوژیک شاخ قدامی بخش کمري نخاع که در زمان  -2شکل 

(A-C ال نورونها در حیوانات گروه شمبزرگنمائیهاي مختلف از ظاهر نرم .(D-F  پـاراپلژي  مقطع کمري خرگوش فلجی در گروه ایسکمیک کنترل با(Tarlov score= 0) 

 ظـاهر  G-I) .بارز است، می باشـد  )ها فلش(صورت تخریب نورونی ائورینوفیلیک گسترده و از دست رفتن اجسام نیسل  که نشانگر بافت نکروتیک و تخریب شدید نورونها که به

یکپارچگی بافت نخاعی وهمچنین اکثر نورونهـاي   (Tarlov score=4)گروه استرادیول با عملکرد نورولوژیک نرمال قطع کمري نخاع خرگوشی درنرمال شاخ قدامی م تقریباً

).فلش ها(ریپرفیوژن حفظ شده و تنها تعداد بسیار محدودي از نورونهاي مرده در این مقطع قابل رویت هستند –حرکتی در مقابل آسیب ایسکمی
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برش هاي نخاع خرگوشهاي گیرنده اسـترادیول پـیش از آسـیب    

هیستوپاتولوژیک نشان ، بهبود معنی داري را در ظاهر ایسکمیک

  ).  G-I، 2شکل ( می دادند 

یوانـات  تعداد نورونهاي حرکتی نرمال در شاخ قدامی نخاع ح

گروه ایسمیک کنترل، کاهش قابل توجهی در قیاس با گروه شم 

استرادیول اگر نه به طور کامـل،  ).  P<0.001، 3شکل ( داشت 

اما تا حد معنی داري، سبب حفاظـت نورونهـاي حرکتـی نرمـال     

، 3شـکل  (حیوانات در قیاس با گروه ایسـکمیک کنتـرل گشـت    

P<0.05 .(  بـلات   آنالیز وسـترن به ترتیب نتایج  5و  4شکلهاي

  . میدهندفعال را ارائه  Caspase-3,  HSP70بیان پروتئین هاي 

ریپرفیـوژن نخـاعی سـبب افـزایش بیـان      -آسیب ایسکمی

فعال  در گروه ایسـکمیک   Caspase-3 ,HSP70پروتئین هاي 

در حالیکـه  ).  P<.0.01(کنترل و در قیاس با گروه شـم گشـت   

ار بیان ایـن پـروتئین هـا در    تجویز استرادیول، به کاهش معنی د

  ). P<0.05(قیاس با گروه ایسکمیک کنترل انجامید 

  بحث

کیلو / میلی گرم  1نتایج مطالعه حاضر نشان دادند که تجویز 

استرادیول به خرگوشهاي نر و قبل از القاي آسیب  -بتا -17گرم 

ایسکمیک سبب حفاظت نخاع ایـن حیوانـات در مقابـل آسـیب     

می گردد که بهبود عملکـرد نورولوژیـک و   ریپرفیوژن -ایسکمی

، دیک به نرمال حیوانات تحـت مطالعـه  نتایج هیستوپاتولوژیک نز

تجویز اسـترادیول، همچنـین سـبب    . موید این اثرحفاظتی بودند

در  HSP70 ،Caspase-3 کاهش معنی دار سطح پروتئین هاي

ري پرفیـوژ ن  –نخاع هاي محافظت شده علیه آسیب ایسـکمی  

  .گشت

شوك پروتئین ها مجموعه اي از پـروتئین هـا هسـتند    هیت 

که در سلولهایی که مجاور با انواع مختلفی از استرس نظیر تروما 

نیز  HSP70. می باشند، افزایش می یابند ]39[و ایسکمی  ]4[

یک ملکـول چـاپرون نـورونی اسـت کـه القـاي آن در شـرایط        

مـا در  که  HSP70ایسکمیک و التهابی نظیر افزایش سطحی از 

بافت نخاع حیوانات گروه ایسکمیک کنترل این مطالعه مشـاهده  

ــات رســیده اســت  ــه اثب ــردیم، ب ــع گزارشــات  .]35، 8[ک در واق

در مغـز   HSP70و  اسـترادیول محدودي در زمینه ارتباط میـان  

. وجود دارد که این گزارشـات حتـی در نخـاع کمتـر مـی باشـند      

رات مهــاري درحالیکــه برخــی مطالعــات در قلــب اشــاره بــه اثــ

، اکثـر مطالعـات   ]40[دارند  HSP70بر بیان پروتئین  استرادیول
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حرکتی نرمال به طـور معنـی داري در گـروه ایسـکمیک     تعداد نورونهاي  - 3شکل 

کنترل در قیاس با گروه شم کاهش یافت و پیش درمانی با استرادیول سبب حفاظت 

  قابل توجه نورونهاي حرکتی نرمال در مقابل آسیب ایسکمیک گشت
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آنالیز وسترن بلات گروههاي آزمـایش جهـت تعیـین اثـر اسـترادیول بـر        -4شکل

HSP70   سـاعت پـس از آسـیب     48در بافت نخاع کمري استخراج شده در زمـان

اکتین مربوطـه  –و بتا HSP70باندهاي ایمونوبلات  A).   پرفیوژنري –ایسکمی

دانسـیته بانـد   / β-actinدانسـیته بانـد   (دانسیته نسـبی   B).   در هر گروه آزمایش

HSP70 (بارهـا نشـانگر   . باندهاي ایمونوبلات نیز ارائه شده اندMean ± SEM

  .Oneway ANOVA ;*p<0.05, **p<0.01، می باشند

β-actin B) 44 KDa

Sham         Ischemic     Estradiol
control

70 KDaHSP70A)
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    گــواهی  اســترادیولدر پاســخ بــه  HSP70بــر القــاي  CNSدر 

عقیـده بـر ایـن اسـت کـه القـاي هیـت شـوك          ]48[ می دهند

پروتئینها از مکانیزم هاي مهم دخیل در حفاظت القاء شده علیـه  

 می باشد استرادیولي توسط ایسکمی و انواع آسیبهاي دیگر مغز

را میتوان به پیشگیري از تخریب  HSP70اثرات حفاظتی . ]22[

ساختار پروتئین ها، بازسازي مجدد پروتئین هاي تخریـب شـده،   

تعدیل التهاب و تداخل با مسیرهاي مرگ سلولی نظیر آپوپتـوز و  

نکته جالب در مطالعه مـا ایـن    .]41و  27، 16[نکروز نسبت داد 

در بافت نخـاع حیوانـات دریافـت کننـده      HSP70بود که سطح 

استرادیول قبل از القاي ایسـکمی، در قیـاس بـا حیوانـات گـروه      

این نتایج ظاهراً مشـابه نتـایج   . ایسکمیک کنترل، افزایش نیافت

آنهـا  . می باشد2007و همکارانش در  Nilsenحاصله از مطالعه 

از طریـق کـاهش رادیکالهـاي آزاد     استرادیولند که گزارش کرد

اکسیژن نقش نوروپروتکتیو در مغز ایفا کرده و در نتیجه کـاهش  

ــافتی، ســطح   ــه  HSP70کلــی وضــعیت اســترس ب در پاســخ ب

در مطالعه ما نیز چنـین بـه   . ]29[کاهش داشته است  استرادیول

نظر می رسد که استرادیول از طریق مسیرهاي مختلف دیگـري  

ب حفاظت نورونی و کاهش کلی وضعیت استرس بـافتی و در  سب

، بـه عنـوان نشـانگري از اسـترس     HSP70نتیجه کاهش سطح 

. سلولی و بافتی، در قیاس با گروه ایسکمیک کنترل گشته اسـت 

قطعاً طراحی مطالعات دیگري جهت روشن ساختن مکانیزم هاي 

. داین مـدل ایسـکمی مـورد نیـاز هسـتن     دیگر اثر استرادیول در 

علیرغم عدم پاسخدهی مناسب بافت هاي خرگوش بـه بسـیاري   

در مطالعه حاضر مـا موفـق    ]5[ از تستهاي ردیابی کننده آپوپتوز

فعال به عنوان جزئی  caspase-3به اندازه گیري سطح پروتئین 

. از اجزاي مسیر فعـال شـده مـرگ سـلولی آپوپتوتیـک گشـتیم      

ر بافـت نخـاع   فعـال بطـور معنـی داري د    Caspase-3پروتئین 

حیوانات گروه ایسکمیک کنترل در قیاس با گـروه شـم افـزایش    

مطالعات نشان داده است کـه الگـوي تخریبـی پیشـرونده     . یافت

 –عملکرد نورولوژیک در طول زمان و متعاقب آسـیب ایسـکمی   

ریپرفیوژن، در واقع ناشی از آسیب ثانویه نخاعی و مرگ نـورونی  

ن و غالبا به دلیـل سـمیت عصـبی    تاخیري بویژه در فاز ریپرفیوژ

در مطالعـه مـا   . ]38، 32[ ناشـی از التهـاب وآپوپتـوز مـی باشـد     

فعال در نخاع  caspase-3استرادیول نه تنها سبب کاهش سطح 

گشت بلکه همچنـین بـه پیشـگیري ازآسـیب بـافتی و نـورونی       

گسترده و نیز الگوي تخریبی پیشرونده عملکـرد نورولوژیـک در   

ایـن  . مقایسه با گروه ایسکمیک کنترل انجامیـد این حیوانات در 

نتــایج در راســتاي یافتــه هــاي مطالعــاتی هســتند کــه توانــایی 

و مرگ سلولی آپوپتوتیـک در   caspase-3در کاهش  استرادیول

را به  ]48[و آسیب هاي تروماتیک نخاعی  ]20[ایسکمی مغزي 

هـاي  در جمع بندي نهایی با استناد بـه یافتـه    .اثبات رسانده اند

رفتاري، هیستوپاتولوژیک و وسترن بلات این مطالعه، می تـوان  

استرادیول را کاندیدایی مناسب، با توانـایی پیشـگیري از آسـیب    

ري پرفیـوژن نخـاعی از طریـق متـاثر سـاختن       -هاي ایسکمی

لحـاظ کـرده و آن را بـه عنـوان یـک       ،مسیرهاي مختلف دخیل

 ـ     ت پیشـگیري از  عامل بالقوه محافظـت کننـده نـورونی بـا قابلی

اختلال عملکرد نورولـوژیکی کـه پـس از جراحیهـاي آنوریسـم      

  .آئورت توراکوابدومینال دیده می شود، معرفی نمود
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آنالیز وسترن بلات گروههاي آزمایش جهت تعیین اثر استرادیول بر  -5شکل

Caspase-3  ساعت پس از  48فعال در بافت نخاع کمري استخراج شده در زمان

اکتین –و بتا Caspase-3باندهاي ایمونوبلات  A). ریپرفیوژن –آسیب ایسکمی

 Caspase-3کیلو دالتونی  17تغییرات بیان جز . مربوطه در هر گروه آزمایش

/  β-actinدانسیته باند (دانسیته نسبی   B ).فعال مورد ملاحظه قرار گرفته است

بارها نشانگر . باندهاي ایمونوبلات نیز ارائه شده اند ) Caspase-3دانسیته باند 

Mean±SEM  ،می باشند*p<0.05, **p<0.01; Oneway ANOVA.
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