
 �����
� �	 

 

  1-8، صفحات 18، شماره 86بهار ، پنجممجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، سال 

���

  

 بر ATPهاي پتاسيمي ميتوكندريايي وابسته به  تأثير حفاظتي بازكننده كانال

  جمعيت نورونهاي كورتيكال مغز رت

  ،*M.Sc سارا سليماني، **M.Sc  معصومه بخشايش،*Ph.D زاده مهدي مهدي� ،*Ph.D منصوره سليماني  1

  **B.Sc پروانه طباطبائي

  انعلوم تشريح دانشگاه علوم پزشكي ايرگروه * 

 مركز تحقيقات سلولي ـ مولكولي دانشگاه علوم پزشكي ايران **
  85اسفندماه  :، تاريخ پذيرش 85ماه  دي :تاريخ وصول

 چكيده

در مطالعه . سكته مغزي مشخص نشده است تا به حال درمان دارويي موثري براي پيشگيري از كاهش تعداد نوروني بعد از: هدف

اي ميتوكندري بر تعداد نورونهاي كورتكس مغز رت و فعاليت نورولوژيكي بعد از ايسكمي ـ هاي كاناله حاضر اثر تنظيم كننده

  . ريپرفيوژن بررسي شده است

 دررتهاي نژاد ويستار يك هفته بعد از تجويز داروهاي تنظيم كننده كانالهاي پتاسيمي چهار رگ اصلي خون دهنده به مغز :مواد و روشها

 ساعت بعد از ريپرفيوژن سطح هوشياري و اعمال حركتي توسط متد 24. پرفيوژن برقرار شد دقيقه مسدود و سپس15به مدت 

Lemay و  Tarloeبه ترتيب ارزيابي گرديد، همچنين با استفاده از رنگ Ĥميزي كريزل ويولت و ميكروسكوپ نوري تعداد كل سلولها و ي

  . اناليز شدANOVAزار سلولهاي نرمال در كورتكس پريتال بررسي شد و نتايج توسط نرم اف

طور  عنوان بازكننده طبيعي پتاسيم داده شد در مقايسه با گروه كنترل به  جمعيت نوروني نرمال در گروههايي كه ديازوكسايد به:ها يافته

  .داري افزايش يافت معني

نتايج .  هستندATPهاي پتاسيم وابسته به  كننده كانال  وابسته به دوز تنظيمIn vivoشمارش سلولي و ارزيابي نورولوژيكي در : گيري نتيجه

  .دهد ها را در صدمات مغزي ناشي از ايسكمي ـ ريپرفيوژن افزايش مي ما نشان داد كه استفاده از ديازوكسايد بقاي نورون

  

   ريپرفيوژن،ايسكمي ،ATP باز كننده كانال پتاسيمي ميتوكندري وابسته به :كليدواژه
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  مقدمه

بيمـاران  . صـلي مـرگ و ميـر اسـت        سكته مغزي يـك علـت ا      

اي نيازمند صرف سرمايه فراوان براي بهبود نسبي هستند           سكته

توانـد تـا      شواهدي وجـود دارد كـه دارو درمـاني مـي          ]. 2و1[

ــد    ــزي را ايجــاد كن ــسبي ضــايعات مغ ــود ن   ]. 3[حــدوي بهب
  

ميتوكندري يـك نقـش كليـدي در آپوتپـوز و نكـروز بعـد از                

صدمات ميتوكنـدريايي   ]. 5و4[د  كنن  يسكمي حاد مغز بازي مي    

فاكتوري است كه نقش اساسـي در آپوتپـوز و پـاتوفيزيولوژي            

1. mKATP:Mitochondrial Potassium Adenosine Three 
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mKATPجمعيـت زيـادي از كانالهـاي        . ايسكمي مغـزي دارد   
1 

  تنظيم كننده  )كانالهاي پتاسيمي وابسته به ادنوزين تري فسفات      (
  

ادنـوزين تـري    ( ATPحجم ماتريكس ميتوكنـدريايي و توليـد        

  ].6-9[خلي ميتوكندري وجود دارد در غشاي دا) فسفات

 KATP پيشتر گزارش شده اسـت كـه بازكننـدههاي كانالهـاي    

ميتوكندريايي، ميزان كلسيم را در حين ايـسكمي ـ ريپرفيـوژن    

كه ممكـن اسـت مـانع از        ]. 11و10[دهند    قلب رت كاهش مي   

راهكـار  .پيشرفت آپوتپوز از طيـق مـسير ميتوكنـدريايي شـود          

 براي مطالعه كانالهاي پتاسيمي وابسته      فارموكولوژيكي انتخابي 

انواع ]. 12[ ميتوكندريايي در موجود زنده وجود ندارد        ATPبه  

مختلفي از مواد شامل آدنوزين ـ استيل كـولين و اپيوئيـدها از    

طريق باز كردن اين كانالها بافت را در برابر صدمات ناشـي از             

ــي    ــت م ــوژن محافظ ــسكمي ـ ريپرفي ــد  اي ]. 14و13، 10[كنن

كانيسمي كه توسط آن فعال شدن كانالهاي پتاسـيمي وابـسته           م

به ادنوزين تري فسفات ميتوكندرياي عمل محافظت را انجـام          

در مطالعـه حاضـر تـاثير       .  نـشده اسـت     دهند كاملاً روشـن     مي

داروي ديازوكسايد بـه عنـوان بـاز كننـده كانالهـاي پتاسـيمي              

از ميتوكندري بـر تعـداد نورونهـاي كـورتكس مغـز رت بعـد           

  .ايسكمي ـ ريپرفيوژن بررسي شده است

  

  مواد و روشها

 180ـ ـ200در مطالعه حاضر از رتهاي نر نژاد ويـستار بـا وزن             

 12رتها در شرايط استاندارد هواي مطلوب و        . گرم استفاده شد  

 سـاعت تـاريكي قـرار داشـته و غـذاي            12ساعت روشنايي و    

فتـه  يـك ه  . كردنـد   استاندارد فشرده و اب معمولي مصرف مي      

قبل از جراحي رتهابه هـشت گـروه تقـسيم شـدند و قبـل از                

جراحي گروهي از رتها داروي گلي بـن ـ گلاميـد بـه عنـوان      

داروي انسداد كننده كانالهاي پتاسيم ميتوكندري و ديازوكسايد        

عنوان داروي باز كننده كانال پتاسـيم ميتوكنـدري  دريافـت              به

  :كرده و در نهايت

راحي روي آنها بدون انسداد جريان      ـ گروه شم كه پروسه ج     1

  .خون انجام شد

ـ گروه حامل كه انسداد چهار رگ به طور موقت انجام شـد             2

  و نرمال سالين را به روش

  .داخل صفاقي دريافت كردند

 دو سـاعت  IP گليبن كلاميد بـه شـكل        mg/kg1ـ گروهي كه    3

  .قبل از جراحي دريافت كردند

 دو سـاعت  IPبـه شـكل      گليبن كلاميد    mg/kg5ـ گروهي كه    4

  .قبل از جراحي دريافت كردند

 گليـبن كلاميـد دو سـاعت قبـل از           mg/kg25ـ گروهـي كـه      5

  . دريافت كردندIPجراحي به شكل 

 IP ديازوكسايد قبل از جراحي به شكل        mg/kg2ـ گروهي كه    6

  .دريافت كردند

 IP ديازوكسايد قبل از جراحي به شكل        mg/kg6ـ گروهي كه    7

  .دريافت كردند

 ديازوكسايد قبل از جراحي به شـكل        mg/kg18ـ گروهي كه    8

IPدريافت كردند .  

ــامين  ــا تركيــب كت  mg/kg100 و زايلازيــن mg/kg100رتهــا ب

گيري دماي بدن در حين بيهوشي از         براي اندازه . بيهوش شدند 

دماسنج ركتال استفاده شد وبا استفاده از نور مادون قرمـز دمـا             

  .گراد نگه داشته شد ي درجه سانت37 ± 5/0در حد 

  

  روش جراحي

متر در خط مياني خلـف سـر برشـي           ابتدا در حدود يك سانتي    

ايجــاد شــد و ســپس عــضلات پــاراورتبرال كنــار زده شــد و 

سـپس  . متر كوتر شـد     ميلي  شريانهاي ورتيرال با الكتروكوتر نيم    

متـري ديگـر در ناحيـه         برش را بخيه زده وبا برش يك سـانتي        

 دقيقـه   15اي كاروتيد مشترك را  به مدت        قدامي گردن شريانه  

 دقيقه عروق باز  و ريپرفيوژن برقرار        15 بسته و بعد از      clipsبا  

  .شد

  

  ارزيابي نورولوژيكال

 ساعت بعد از ريپرفيوژن ارزيابي سطح هوشياري و اعمـال           24

 و  tarloeبـراي ارزيـابي حركتـي از روش         . حركتي انجـام شـد    



  

  و همكارانيمانيسل
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جـدول  . ( اسـتفاده شـد    lemayبراي ارزيابي هوشياري از متـد       

  ].16و15) [2و1

 Tarloeارزيابي حركتي بر اساس روش  .1جدول 

 امتياز درجه نقص حركتي

 0 بدون حركت و بدون تحمل وزن

 1 كمي حركت در اندامها، بدون تحمل وزن

 2 حركات مكرر، بدون تحمل وزن

  3  حركت روي يك يا دو پله

  4  راه رفتن با اندكي نقص

  5  طبيعيراه رفتن 

  

 Lemayارزيابي هوشياري بر اساس روش.  2جدول 

 امتياز درجه نقص نورولوژيك

 0 طبيعي

 2 هوشياري مداوم

 4 هوشياري منقطع

  6  گيجي

  8  كماي سبك

  10  كماي عميق

  

  

  ميكروسكوپ نوري

 ساعت بعد از ريپرفيوژن مغز سريع خـارج  و در فرمـالين              24

كردن و قالبگيري از        ري، شفاف بعد از آبگي  . صد تثبيت شد    در  ده

 ميكـرون تهيـه     120هر نمونه سه مقطع ده ميكروني با فواصل         

 و  C1كورتكس پارتيال را به طور قراردادي به چهار ناحيه          .شد

C2   و C3   و C4             تقسيم كرده و نمونه ها را بـا كريـزل وايولـت 

آميزي كرده و با ميكروسكوپ نـوري بررسـي شـد و در               رنگ

 از نمونهها تهيه و شمارش      400ا بزرگنمايي   نهايت عكسهايي ب  

شـمارش تعـداد كامـل سـلولها و سـلولهاي           .سلولي انجام شد  

طور جداگانـه در چهـار ناحيـه قـراردادي و در همـة                نرمال به 

 data  آناليزور انجام و      Imagingافزار    گروهها و با استفاده از نرم     

 . يك طرفه آناليز شدANOVAبا استفاده از آزمون 

 

 ها هيافت

ــسداد عــروق و 15 ــه ان ــاهش 24 دقيق ــوژن ك  ســاعت ريپرفي

واضحي در جمعيت نورونهاي نرمال در گروه ايسكمي نسبت         

  ).1 و شكل 3جدول (كند  به شم ايجاد مي



  

  و همكارانيمانيسل

 

 18،  شماره پنجمسال مجله علوم تشريح ايران، 

27

0 

27

0 

يتال   ميكرو متر مربع از نواحي كورتكس پار2500 جمعيت سلولي نورون هاي هرمي سالم و جمعيت كل نورونهاي هرمي شمارش شده در .3جدول 

   ساعت ريپرفيوژن24 دقيقه ايسكمي گلوبال مغزي و 15هاي دو گروه كنترل و حامل پس از  رت

Mean  
  گروه حامل

Mean±SD  

  گروه كنترل

Mean±SD 
 جمعيت نوروني

21/5±10/66 22/5±10/36 C1 

23/5±2/16 24±1/95 C2 

20/25±2/16 20/75±2/24 C3 

26/25±3/30 26/75±3/12 C4 

 جمعيت كل نورون 

7/5±10/53* 22/25±10/75 C1 

8±1/91* 23/5±1/74 C2 

6/25±2/21* 20/25±2/07 C3 

9/25±3/69* 26/5±2/14 C4 

  

 جمعيت نورونهاي سالم

 :* p < 0.01  در مقايسه با كنترل  

  

  

 
گروه كنترل با نورون هاي هرمي نرمـال        :  تصوير سمت راست   .1شكل

گروه :  واضح ، تصوير سمت چپ     كورتكس پاريتال با هسته و هستك     

با هسته هـاي تيـره نـورون هـاي هرمـي كـورتكس              ) ايسكمي(حامل  

  ×400نمايي  كريزيل وايولت، بزرگ: آميزي رنگ. پاريتال
  

بررسي تعداد سـلولهاي طبيعـي و غيـر طبيعـي در كـورتكس              

مغزرتها نشان داد كه مغزهايي قبل از ايسكمي بـا ديازوكـسايد           

داري در جمعيـت سـلولي        يش معنـي  درمان شـده بودنـد افـزا      

رتهـاي  ). 4جدول(طبيعي نسبت به گروه ايسكمي نشان دادند        

داري    افـزايش معنـي    mg/kg6درمان شده با ديازوكسايد با دوز       

 نسبت به گروه ايسكمي داشتند      C3 و   C2در نورونهاي نواحي    

 منجـر بـه افـزايش       mg/kg18و استفاده از ديازوكسايد بـا دوز        

ــي ــواحي داري در ن معن ــاي ن ــروه  C1-C4ورونه ــه گ ــسبت ب  ن

درحيوانات درمـان شـده بـا گليـبن كلاميـد بـا             .  ايسكمي شد 

 صدمه كورتكس در همه نواحي      mg/kg18 و   mg/kg6دوزهاي  

داري در مقايسه با گروه ايـسكمي افـزايش يافتـه             به طور معني  

واستفاده از گليـبن كلاميـد بـا دوز         ). 2شكل  ) (2جدول  (بود  

mg/kg25  اهش معني دار نورونها در ناحيه        باعث كC2   نـسبت 

  ).2جدول (به گروه ايسكمي شد 

  

 ميكرو متر مربع از نواحي كورتكس پاريتال مغز رتهاي 2500 جمعيت سلولي نورون هاي سالم و جمعيت كل نورون هاي هرمي شمارش شده در . 2جدول 
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  )C1-C4(ريپرفيوژن  ساعت 24 دقيقه ايسكمي گلوبال مغزي و 15هفت گروه مختلف پس از 

G3گروه 

Mean±SD 

G2گروه 

Mean±SD 

G1گروه 

Mean±SD 

D3گروه 

Mean±SD 

D2گروه 

Mean±SD 

D1 گروه 

Mean±SD 

 )ايسكمي(گروه حامل 

Mean±SD 
 جمعيت نوروني نواحي كورتكس

20/83±8/25* 21/26±8/69 21/53±9/15 21/57±9/03 21/61±9/17 21/34±9/37 21/5±10/66 C1 

22/25±1/12* 22/18±1/39* 23/34±1/09 23/79±1/05 23/48±1/36 23/52±1/32 23/5±2/16 C2 

20/08±2/40 20/15±2/94 20/11±2/30 21/45±1/62 20/17±2/31 20/58±2/57 20/25±2/16 C3 

25/93±2/05 26/11±2/70 26/18±2/59 26/50±2/37 26/15±2/62 26/38±2/79 26/25±3/30 C4 

جمعبت كل 

  ونهانور

6/43±2/12* 7/10±2/87* 7/46±3/35 7/65±3/11* 7/57±3/40 7/46±3/16 7/5±10/53  
C1 

5/75±1/15* 5/75±1/03* 14/6 ± 52/0 * 6/09±1/17* 6/55±0/81* 6/40±1/77 6/25±2/21 C2 

7/62±0/22* 7/34±0/27* 7/93±1/35 8/70±0/41* 8/30± 85/0 * 8/25±0/65 8±1/91 C3 

8/45±1/17* 8/49±0/62* 9/15±0/84 9/84±0/75* 9/61±1/15 9/27±1/15 9/25±3/69 C4 

جمعيت 

 نورونهاي سالم

 
D1= 2mg/kg Dizoxide, D2= 6mg/kg Dizoxide, D3= 18mg/kg Dizoxide, G1= 1mg/kg Glibenclamid, G2= 5mg/kg Glibenclamid, G3= 

25mg/kg Glibenclamid, 

 :*p < 0.05 ايسكمي( در مقايسه با گروه حامل(  

  

  

  

  

 بـه ازاي     ديازوكـسايد   ميلي گرم  18تجويز:   تصوير سمت راست   . 2شكل  

گروه آزمايش  باعـث حفـظ بـسياري از نورونهـاي            هر كيلوگرم در رتهاي     

 ميلـي   25تجـويز :  هرمي طبيعي كورتكس پاريتال شد، تصوير سمت چـپ        

گـروه آزمـايش  باعـث        به ازاي هر كيلـوگرم در رتهـاي          كلاميد   گليبن گرم

آميـزي    رنگ.  جمعيت نورونهاي هرمي طبيعي كورتكس پاريتال شد       كاهش

 ×400: كريزيل وايولت،  بزرگنمايي

  

  ارزيابي نورولوژيكي

نتايج ما نشان داد كه سطح هوشياري گروه ايسكمي نسبت بـه            

كنندههاي كانال پتاسـيم      تنظيم. داري دارد   گروه شم تغيير معني   

ــه  ــسته ب ــبن كلا ATPواب ــسايد و گلي ــور  ، ديازوك ــه ط ــد ب مي

ــي ــر       معن ــوژن اث ــسكمي ـ ريپرفي ــاي اي داري روي نمونهه

 D3    ،78/1 ± 2متوسط امتياز هوشياري براي گروه        . گذارند  مي

 66/6 ± 5/1 براي گروه ايسكمي و      33/4 ± 50/1در مقايسه با    

 داري بين حيوانات    اختلاف معني ).5جدول  ( بود G3براي گروه   

د و گليبن كلاميد درمقايسه      شده با دوز پايين ديازوكساي     درمان

  .نداشتبا گروه ايسكمي وجود 
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 درجه هوشياري رت هاي گروه هاي كنترل و آزمايش پس از .5جدول 

  . ساعت ريپرفيوژن24 دقيقه ايسكمي گلوبال مغزي و 15

 درجه هوشياري گروههاي مطالعه

Mean±SD 
 0/00±0 كنترل

)ايسكمي(حامل   4/33±1/50* 

D1 1/83±1/32 

D2 3±2/09 

D3 2±1/78* 

G1 3/66±1/96 

G2 5±1/09 

G3 6/66±1/03* 
  

 :*p < 0.05 ايسكمي(  در مقايسه با گروه حامل(  

  

انسداد چهـار رگ كـاهش معنـي داري در اعمـال حركتـي در               

كننـدههاي كانـال      مـسدود .كنـد   مقايسه با گروه شم ايجـاد مـي       

ري روي  دا  به طور معنـي   ) گليبن كلاميد ( ATPپتاسيم وابسته به    

  .گذارد اعمال حركتي در حين ايسكمي ـ ريپرفيوژن اثر مي

داري بين حيوانات درمان شده با ديازوكسايد در          اختلاف معني 

  .مقايسه با گروه ايسكمي وجود نداشت

  

  بحث

سكته مغزي از مهمترين عوامـل مـرگ و ميـر و اصـلي تـرين                

سلولهاي عصبي به ويژه نورونها نـسبت       . عامل معلوليت است  

ه انواع صدمات نظير ايسكمي، هيپوكـسي و ضـربه حـساس            ب

 ميتوكنـدريايي   ATPكانالهاي پتاسيمي وابسته به     ].2و1[هستند  

نقشي اصلي در بقاي نورون تحت ايسكمي ـ ريپرفيوژن بازي  

ديازوكسايد يك بازكننده كانال پتاسيم وابسته بـه        ]. 4[كنند    مي

ATP يوژن پاسخ  است كه به صدمات ناشي از ايسكمي ـ ريپرف

  ].18و17[دهد  مي

دهـد كـه اسـتفاده از ديازوكـسايد در بچـه             مطالعات نشان مي  

خوكهاي تازه متولد شده بهبودي را در ايسكمي مغزي گلوبال          

بنـابراين فعاليـت كانالهـاي پتاسـيمي        ]. 19[تسريع كرده است    

 ميتوكندريايي ممكن است نورونها را در برابـر         ATPوابسته به   

هـر  ]. 11و5[مات ايـسكمي محافظـت كنـد        انواع مختلف صد  

چند كه مكانيسمهايي كه توسط آن كانالهاي پتاسـيمي وابـسته           

 در محافظت نورون نقش دارند هنـوز كـاملا شـناخته            ATPبه  

كنـد كـه اعمـال        ، مشاهدات حاضر پيشنهاد مي    ]4[نشده است   

ــن دارو     ــي اي ــل عروق ــي از عم ــسايد ناش ــافظتي ديازوك مح

 و همكـارانش انجـام شـد        tarlovط  مطالعه اي كه توس ـ   .نيست

نشان مي دهد  كه آثار ديازوكسايد  روي فشارخون و جريـان             

خون ناشـي از اثـرات ايـن دارو روي كانالهـاي پتاسـيم غـشا                

  ].15[سلولي است 

 توسـط گليـبن     Invivoقبلاً اعمـال محـافظتي ديازوكـسايد در         

دهنده ايـن مـسئله اسـت كـه           كلاميد سركوب شد و اين نشان     

ــال ــال اعم ــط فع ــسايد توس ــافظتي ديازوك ــازي   مح  KATPس

علاوه بر اين قبلاً بررسي     .گيرد  كانالهاي ميتوكندري صورت مي   

هاي كانالهاي پتاسيمي در بقـاي سـلول نقـش           شده كه بازكننده  

 و همكارانش نـشان   (Holmuhamedov)هولوهامدو]. 20[دارند 

يي در   ميتوكندريا KATPدادند كه عوامل باز كننده در كانالهاي        

  ].17و12[نگهداري و تنظيم حيات سلولها نقش دارند 

همچنين در مطالعـه حاضـر نـشان داده شـد كـه ديازوكـسايد               

  .دهد مستقيماً تعداد سلولهاي طبيعي را افزايش مي

بنابراين با توجه به نقش پوروپروتكتيو و حمايتي  ديازوكسايد          

اي در   ويـژه شود كه اين دارو احتمالا بتواند به طور           پيشنهاد مي 

  .جلوگيري از صدمه نوروني بعد از ضايعه مغزي مؤثر باشد
  

  تقدير و تشكر

نـاتومي و مركـز     آگروه   بدينوسيله از معاونت محترم پشتيباني،    

علوم پزشـكي ايـران كـه     ه   مولكولي دانشگا  ي و تحقيقات سلول 

در اجراي اين طرح ما را يـاري نمودنـد تـشكر و قـدر دانـي                 

  .گردد مي
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