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  هچكيد
 .ترين عوامل مرگ و معلوليت در جهان است و تاكنون درمان مؤثري براي آن پيدا نشده استايسكمي مغزي از مهم :سابقه و هدف

اخيراً  .شودهاي هرمي ناحيه كورتكس مغز ميايسكمي فراگير و رپرفيوژن متعاقب آن به صورت چشمگيري باعث از بين رفتن سلول
از  .ندها يك استراتژي مناسب وجديد به عنوان يك عامل نوروپروتكتور مورد ملاحظه قرار گرفته استاستفاده از ايمونوفيلين ليگا

در اين  شود،هاي مغزي ميها در برابر آسيبآنجايي كه تاكروليموس به عنوان يكي از ايمونوفيلين ليگاندها باعث محافظت از نورون
 .تكس موش صحرايي ويستار نر مورد بررسي قرار داديمتحقيق اثر نوروتروفيك اين دارو را روي ناحيه كور

به (گرفته  )FK506تاكروليموس يا  ( گروه دارو 3و  ايسكمي، گروه كنترل، 5موش به  25در اين مطالعه تجربي،  :يسروش برر
دقيقه القا شد و  20مدل ايسكمي فراگير مغزي با روش انسداد دو شريان كاروتيد به مدت  .تقسيم شدند )mg/kg 1،3،6هاي ميزان

  . ساعت بعد انجام شد 48تزريق دارو در زمان رپرفيوژن و مجددأ  به فاصله . ريپرفيوژن متعاقب آن صورت گرفت
ولي بين گروه ايسكمي و ، ديدقيقه باعث كاهش شديد در تعداد سلوهاي هرمي كورتكس  مغز گرد 20ايسكمي به مدت  :هايافته

ترين مناسب mg/kg 6 ،در واقع .مشاهده شد داريمعنيساعت گرفته بودند، تفاوت  48به  فاصله  mg/kg 6گروهي كه دارو با  دو دوز 
 . بوددوز براي  تزريق  دارو 

تواند براي درمان ايسكمي هاي هرمي كورتكس است و ميرسد تاكروليموس داراي اثر نوروتروفيك بر روي سلولبه نظر مي :گيرينتيجه
 .غزي مورد استفاده قرار گيردهاي مناشي از آسيب

  .هاي هرميسلول تاكروليموس،كورتكس مخ، ايسكمي، :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
مي يا موقت جريان خون در اثر انسداد شرياني سبب يتوقف دا

سكته مغزي سومين عامـل مـرگ و   . شودبروز سكته مغزي مي
معلوليت در كشورهاي صنعتي است و تاكنون درمـان مـؤثري   

 ).1،2(آن پيدا نشده است براي 

                                                 
گروه فارماكولوژي، دانشكده داروسازي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علـوم  تهران، : نويسنده مسئولآدرس 
  )  email: nadiasharifi@yahoo.com( زهرا ناديا شريفيدكتر ، دارويي

  29/7/92: تاريخ دريافت مقاله
  18/10/92 :تاريخ پذيرش مقاله

شـود كـه در اثـر    هـايي گفتـه مـي   ضايعات رپرفيوژن به آسـيب 
   ايجـاد   بازگشت جريان خون بـه بافـت بعـد از مـدتي ايسـكمي     

كند وضعيتي را ايجاد مي فقدان اكسيژن  و مواد غذايي. شودمي
تواند منجـر بـه   كه در نتيجه آن بازگشت دوباره گردش خون مي

ات اكسيداتيو در اثر ايجاد استرس اكسيداتيو بروز التهاب و ضايع
در نتيجـه   ،شـود هايي كه در اثر رپرفيوژن ايجاد مـي آسيب. گردد

هاي سـفيد خـون   گلبول. عملكرد التهابي بافت ضايعه ديده است
با برقراري مجدد خون باعث آزادسازي فاكتورهاي التهابي ماننـد  

. گردنـد ديده مـي  هاي آزاد در بافت ضايعهاينترلوكين و راديكال
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هـا و  جريان خون بازگشتي موجب برگشـت اكسـيژن بـه سـلول    

نواحي . گرددهاي آزاد  ميهاي ناشي از آزاد شدن راديكالآسيب
هـا نسـبت بـه ايسـكمي     مشخصي از مغز وانواع خاصي ازنـورون 

هــاي پيراميــدال ناحيــه كــه ســلول هســتندتــر مغــزي حســاس
  ).3( باشندمي كورتكس از آن جمله

هـا، اسـتفاده از ليگانـدهاي    ارزيابي عوامل حفـاظتي نـورون   در
ايمونوفيلين به عنوان يك راهكار مفيد به صورت موادي كـه از  

كنند، مورد توجـه قـرار   ها محافظت ميها در برابر آسيبنورون
هـا بـه عنـوان    بررسـي اثـرات مهـم ايمونـوفيلين     .گرفته است

يـرد كـه   گهـاي عصـب از آنجـايي منشـا مـي     حفاظت كننـده 
، يك سركوبگر سيستم ايمني در پيوند (FK506) تاكروليموس

در سميت عصبي ناشي از گلوتامات نقش حفاظتي نشان  اعضا،
هـاي عملكـردي وسـيعي در ارتبـاط بـا      نقـش ). 2( داده اسـت 

شــناخته شــده اســت كــه مــرتبط بــا  (FK506) تــاكروليموس
در . اشـد بنورين مـي هاي وابسته و غير وابسته به كلسيمكانيزم

ها اثر حفاظتي تاكروليموس را در ارتباط با مكانيزم اين بررسي
وابسته به كلسي نورين و از طريق كاهش توليد نيتريك اكسيد 

زايي آن را مرتبط با عملكرد هاي غيـر وابسـته بـه    و اثر نورون
بـه   (FK506) تـاكروليموس  .)4( كننـد كلسي نورين ذكر مـي 

و بـراي اسـتفاده   ) 5( كنـد ميمغزي عبور -راحتي از سد خوني
يافتـه هـا حـاكي از ايـن اسـت كـه        .انسان در دسترس اسـت 

تواند مفيد باشـد  آزمايش اين دارو در مورد ايسكمي مغزي مي
 دوزهـاي ما به بررسي اثـر نوروتروفيـك    ،در مطالعه حاضر ).6(

هـاي  بـر روي سـلول  ) FK506( مختلف تزريـق  تـاكروليموس  
ش صـحرايي ويسـتار بـه دنبـال     هرمي ناحيه كورتكس مغز مو

  .يمخترپرفيوژن  فراگير پردا/ ايسكمي
  

  مواد و روشها
رأس مـوش صـحرايي نـر نـژاد      25 بر رويتجربي اين مطالعه 

گـروه   5حيوانات  به . گرم انجام شد 250-300ويستار به وزن 
حيوانات از گروه فارماكولوژي دانشـكده پزشـكي   . تقسيم شدند

ودر شـرايط اسـتاندارد آزمايشـگاهي    دانشگاه تهران تهيه شده 
 24با درجه حـرارت  ) ساعت تاريكي 12 -ساعت روشنايي 12(
آب و غـذا بـه مقـدار    . گراد نگهـداري شـدند  درجه سانتي22 -

  .كافي در دسترس حيوان قرار گرفت
  :گروه زير تقسيم شدند 5طور تصادفي به ه رت ها ب

 زايلازينو ) mg/kg87( ها توسط كتامينموش: گروه كنترل -
)13mg/kg ( بيهوش شدند.  

هـاي  هـا، شـريان  بعد از بيهوش كردن مـوش : گروه ايسكمي -
  .دقيقه بسته شدند 20كاروتيد مشترك دو طرف به مدت 

 دقيقه ايسكمي مغزي، 20بعد از بيهوشي و: 1 گروه آزمايشي -
 صورت داخـل وريـدي  ه ب mg/kg 1تزريق تاكروليموس با دوز 

 48. گشـت مجـدد خـون صـورت گرفـت     در ابتداي مرحلـه باز 
صورت داخـل  ه ب) mg/kg1( تزريق همان دوز دارو ،ساعت بعد

  . صفاقي صورت گرفت
 دقيقه ايسكمي مغزي، 20بعد از بيهوشي و: 2 گروه آزمايشي -

 صورت  داخل وريـدي ه ب mg/kg 3تزريق تاكروليموس با دوز 
 48. در ابتداي مرحلـه بازگشـت مجـدد خـون صـورت گرفـت      

بصورت داخل صفاقي صورت  تزريق همان دوز دارو ،عدساعت ب
 . گرفت

 دقيقه ايسكمي مغزي، 20بعد از بيهوشي و: 3 گروه آزمايشي -
  صورت  داخل وريـدي ه ب mg/kg 6تزريق تاكروليموس با دوز 

 48. در ابتداي مرحلـه بازگشـت مجـدد خـون صـورت گرفـت      
. شدصورت داخل صفاقي تزريق ه ب همان دوز دارو ،ساعت بعد

 پـس از ثبـوت،   مغز  آنهاساعت بعد ذبح و  96تمامي حيوانات 
ائـوزين و نيسـل آمـاده    -به منظور رنگ آميزي هماتوكسـيلين 

  .گشت
ــامين ــات توســــط كتــ  و زايلازيــــن) mg/kg87( حيوانــ

)13mg/kg ( يـك بـرش عمـودي در ناحيـه     . بيهوش شـدند
تر از آرواره تحتاني تا بالاي كمي پايين(قدامي گردن حيوان 

- چنبـري - ايجاد شـد و بـا كنـار زدن عضـله جنـاغي     ) جناغ
هاي كاروتيـد مشـترك در هـر دو سـمت در     پستاني، شريان

معرض ديد قرار گرفت و پس از جـدا كـردن عصـب واگ از    
 20ها توسـط كلامـپ ميكروسـرجري بـه مـدت      آن، شريان

برداشته شـده و گـردش   ها سپس كلامپ. دقيقه بسته شدند
در طـول مـدت جراحـي درجـه     . ديـد خون مجدداً برقرار گر

حرارت مقعدي حيوان مرتباً توسط ترمومتر انـدازه گيـري و   
درجه  37±5/0 با استفاده از لامپ گرمايي درجه حرارت در

برش ايجـاد شـده توسـط نـخ بخيـه      . تثبيت شدگراد سانتي
دوخته شد و حيوانات تـا موقـع بـه هـوش آمـدن و تثبيـت       

 24د از جراحي به مـدت  وضعيت، تحت نظر قرار گرفته و بع
ــه نگهــداري شــدندســاعت در قفــس تمــامي  .هــاي جداگان

روز بعد از ايسكمي مجدداً بيهـوش شـده و مغـز     4حيوانات 
فــيكس و % 4آنهــا بــا روش پرفيــوژن توســط پارافرمالدئيــد 

سپس از جمجمه خارج شد و براي ثبـوت بهتـر در محلـول    
  .قرار داده شد% 4پارفرمالدئيد 

مقـاطع كرونـال بـا اسـتفاده از      ،مـاده سـازي  پس از ثبـوت و آ 
از يـك سـوم    µ 10و   5دستگاه ميكروتوم روتاري به ضخامت
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هـاي ژلاتينـه منتقـل    قدامي مغز حيـوان تهيـه و بـر روي لام   
نيسـل   ائـوزين و -هماتوكسـيلين هـاي  گرديدند و توسط روش

  .رنگ آميزي شدند
سـي  برر× 400ها توسط ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي نمونه
ائوزين به بررسـي كيفـي   -هماتوكسيليندر رنگ آميزي  .شدند
هاي زنـده و  و در روش نيسل تعداد سلول ها پرداخته شدنمونه

هايي كـه هسـته و هسـتك    سالم شمارش گرديد و فقط سلول
هاي زنـده و سـالم در   واضح و مشخص داشتند به عنوان سلول

هيه شـد كـه   فتوميكروگراف ت 8 ،از هر نمونه. نظر گرفته شدند
ميكـرون بـه طـور     40بـا حـداقل فاصـله     سه فتـوميكروگراف 

هـاي هرمـي ناحيـه كـورتكس آنهـا       تصادفي انتخـاب و سـلول  
شمارش شدند و ميانگين آنها  image tools 2 توسط نرم افزار 

   .منظور گرديد
هاي مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه مـورد تاييـد      تمامي روش

حيوانات آزمايشگاهي در دانشگاه  كميته اخلاق براي استفاده از
علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني تهران بود و همچنين 

  .حيوانات در بيهوشي كامل و بدون درد ذبح شدند
و توسط آزمون  SPSS-ver15 داده ها با استفاده از نرم افزار آماري

مورد تجزيه و تحليل  Tukeyيك طرفه و تست  ANOVA آماري
تمامي  .در نظر گرفته شد ≥05/0Pداري معني قرار گرفت و سطح

نمودارهـا  . گزارش شـد  خطاي معيار ±ميانگين ها به صورت داده
   . رسم گرديد Sigma Plot 11توسط برنامه نرم افزاري 

  
  هايافته

ما اثر دوزهاي متفاوت تاكروليموس را بعد از ايسكمي بـر روي  
ــزي   ســلول ــورتكس توســط رنــگ آمي ــه ك هــاي هرمــي ناحي

 .نيسل بررسي كرديمائوزين و  -ماتوكسيلنه

ائـوزين نشـان داد    -ماتوكسيلنبررسي مقاطع با رنگ آميزي ه
هاي پررنگ و پيكنوتيك به ندرت در كه در گروه كنترل سلول

بافت حالت يكنواخت به علاوه،  .دوشها ديده ميلاي نورونلابه
امـا در گـروه    .و نرمال داشت و ضـايعه خاصـي مشـاهده نشـد    

هاي تيره و فشـرده  سلول 2و  1هاي آزمايشي سكمي و گروهاي
در  .هاي سالم كورتكس وجود داشـت لاي نورونبه وفور در لابه

مشـاهدات  ) mg/kg6تـاكروليموس بـا دوز   ( 3گروه آزمايشـي  
با اين تفاوت كه در بعضـي نقـاط    ،تقريبا نظير گروه كنترل بود

ده و تيـره  در  هاي فشـر هاي باريك و تيره رنگ با هستهسلول
  ).1شكل ( دشهاي بافت كورتكس ديده لاي سلوللابه
دست آمده از رنگ آميـزي نيسـل نشـان داد كـه     ه هاي بداده

دقيقـه باعـث    20هاي كاروتيد مشترك به مـدت  بستن شريان

هاي هرمي سـالم  ناحيـه كـورتكس    كاهش شديد تعداد سلول
هاي سالم لبه اين ترتيب كه ميانگين تعداد سلو ،گرديده است

. عـدد تنـزل پيـدا كـرده بـود      6/35عـدد بـه    8/93و زنده  از 
اختلاف آماري بين گروه كنتـرل و گـروه ايسـكمي، معنـي دار     

اختلاف  2و  1هاي آزمايشي اما بين گروه ايسكمي و گروه. بود
ولـي ايـن اخـتلاف بـا گـروه       .داري وجود نداشـت آماري معني

 دار بـود معنـي  ،گرفته بود mg/kg 6كه دارو با دوز  3آزمايشي 
)0001/0<p () 1و نمودار  2شكل(.  
  

  
گروه كنترل، :  A. فتوميكروگراف ناحيه كورتكس موش صحرايي .1شكل 

B : ،گروه ايسكميC  :   1گـروه آزمايشـي ،D:   2گـروه آزمايشـي ،E:.  گـروه
  × 400ائوزين ، بزرگنمايي  - هماتوكسيلنرنگ آميزي . 3آزمايشي 

  
تاكروليموس به فاصله  mg/kg6 اد كه تزريق دو دوز اين نتايج نشان د

مناسب ترين دوز براي به دست آوردن بيشـترين  تعـداد    ،ساعت 48
   .استعدد   1/76 هاي هرمي زنده و سالم با ميانگينسلول

  

  
گروه :  A. فتوميكروگراف ناحيه كورتكس موش صحرايي .2شكل 

گروه آزمايشي :D ،1گروه آزمايشي :  Cگروه ايسكمي، : Bكنترل، 
2 ،E:. 400، بزرگنمايي نيسل رنگ آميزي. 3گروه آزمايشي ×  
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ارتباط بين اثر دوزهاي متفاوت تزريق تاكروليموس بر تعداد  .1نمودار 
نمايانگر * علامت . هاي هرمي ناحيه كورتكس موش صحراييسلول

#  علامت  ).p>0001/0(دار با گروه ايسكمي است اختلاف معني

 .دار نيستدهد كه اختلاف با گروه ايسكمي معنيينشان م

  
  بحث
رپرفيـوژن  / هاي ما در اين بررسي نشان داد كه ايسـكمي يافته

هاي دقيقه باعث مرگ تأخيري سلول 20فراگير در مغز به مدت 
كورتكس گرديده و كاهش قابل تـوجهي درتعـداد    هرمي ناحيه

 .اين سلول ها مشاهده شد

ز ايـن اسـت كـه ايسـكمي حـاد و      گزارشات مختلـف حـاكي ا  
اي در رپرفيوژن متعاقب آن باعث مرگ سـلولي قابـل ملاحظـه   

  ).7-9(شود پستانداران مي
نتيجـه   ،پيوندنـد ضايعات بافتي كه در اثر ايسكمي به وقوع مي

اي از وقــايع پــاتوفيزيولوژي اســت كــه افــزايش غلظــت دســته
هـاي  گلوتامات را بـه همـراه داشـته و باعـث تحريـك گيرنـده      

تواند منجـر  اين امر مي .شودمي NMDAخصوص ه گلوتامات ب
 به افزايش كلسيم داخل سلولي و در نهايت مرگ سلولي گردد

هـا  شماري در ارتباط با علت مرگ سـلول هاي بيبررسي). 10(
ولي تـاكنون عملكـرد قطعـي     ،در اثر ايسكمي انجام شده است

يافـت   ،ددكه باعث مرگ تأخيري نورون بعـد از ايسـكمي گـر   
رسد عملكردي مشابه با به نظر مي هاي مايافتهدر . نشده است

هـاي هرمـي   تواند باعـث مـرگ سـلول   آنچه شرح داده شد مي
 .گردد ناحيه كورتكس

اسـت  تاكروليموس كه يكي از داروهاي تضعيف كننده ايمنـي  
اين دارو به طور انتخـابي  . قادر است از سد خوني مغزي بگذرد

 را ر بـالا بـه پـروتئين محلـول ديگـري كـه آن      و با تمايل بسيا
FKBP12 اين تركيب يعني . گرددمتصل مي ،نامندميFKBP-

FK506  در واقـع  ). 11( قادر است كلسي نورين را مهار نمايـد
ترين هدف اين تركيب توان گفت كه مهار كلسي نورين مهممي

هايي اسـت  ترين آنزيمكلسي نورين يكي از مهم). 12( باشدمي
هـا نقـش   در تنظـيم فسفوريلاسـيون بسـياري از پـروتئين     كه

برابر  10تا  3از طرفي غلظت آن در مغز  .كندمهمي را ايفا مي
در . )13-15( هـاي ديگـر گـزارش شـده اسـت     بيشتر از بافـت 

رسد عملكردي مشابه با آنچه كه شرح تحقيق حاضر به نظر مي
 ناحيـه هـاي هرمـي   توانـد باعـث حفاظـت سـلول    داده شد مي

  .كورتكس گردد
مطالعات ما نشان داد كه تزريق داخـل وريـدي تـاكروليموس بـه     

و تزريق مجدد دارو به صورت داخل صفاقي پس  mg/kg 6 ميزان
هـاي هرمـي   باعث افزايش تعداد سلول ،ساعت با همان دوز 48از 

بـه عنـوان يـك داروي     تـاكروليموس  .شـود مـي  ناحيه كورتكس
هـا را  ند مرگ تأخيري نـورون تواحفاظت كننده سلول عصبي مي

. اسـت اين امر نشان دهنده اثر نوروتروفيك اين دارو . كاهش دهد
هاي ما بـا مطالعـات قبلـي كـه مؤيـد اثـر حفـاظتي داروي        يافته

تحقيقـات  ). 13،14،16(كنـد  باشد مطابقت مـي تاكروليموس مي
هـاي مختلـف   زيادي در ارتباط با اثر حفاظتي ايـن دارو در مـدل  

ي چند مورد از پسـتانداران ديگـر انجـام شـده اسـت      ايسكمي رو
دهـد كـه تـاكروليموس اثـر     اين مطالعات نشان مي). 11،15،17(

هـا از طريـق مهـار    حفاظتي خود را بر روي مرگ تأخيري نـورون 
هم چنين تحقيقات نشـان   ).18( دهدانجام مي NOكردن توليد 

ي اعصـاب  تواند موجب افزايش بازسازاند كه تاكروليموس ميداده
محيطــي پــس از آســيب گشــته و نيــز باعــث افــزايش بازســازي 

، 19(هاي سلول عصبي متعاقب آسيب ستون فقرات گـردد  آكسون
هـاي آكسـوني   تزريق تاكروليموس موجـب افـزايش جوانـه   ). 20

هاي گانگليوني شبكيه پـس  هاي عصبي مركزي نظير سلولسلول
  ).21( گردداز ضايعه عصب بينايي نيز مي

تـاكروليموس بـه    ،رسدجه به موارد مورد بحث به نظر ميبا تو
تواند به عنوان يك گزينـه  علت داشتن خواص نوروتروفيك مي

 ،درماني براي ضـايعات ايسـكمي مغـزي در نظـر گرفتـه شـود      
 .َگرچه مطالعات بيشتري براي تاًييد اين فرضيه مورد نياز است

  
  تشكر و قدرداني

علوم پزشكي دانشـگاه آزاد   تمامي آزمايشات در مركز تحقيقات
شـركت   همچنـين از . اسلامي واحد پزشكي تهران انجـام شـد  

به منظور اهداي آمپول تاكروليموس تقدير  Astellasداروسازي 
  . شودو تشكر مي
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