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Abstract 
 

Background and purpose: Piperine as the main alkaloid of black pepper has antioxidant and 
neuroprotective properties, so, it is an appropriate candidate to be studied in animal models of multiple 
sclerosis. This research aimed at investigating the effect of pretreatment with piperine on spatial memory, 
oxidative stress, and myelin repair gene markers in local demyelination model. 

Materials and methods: Adult male Wistar rats (200–220 g) were studied in four experimental 
groups (n=8 per group). Demyelination was induced by bilateral injection of lysolecithin (LPC) into the 
CA1 region of the hippocampus. Piperine was injected intraperitoneally at 5 mg/kg for two weeks before 
induction of demyelination until the end of the experiment. The effect of piperine on spatial memory was 
assessed by Morris water maze. The gene expression analysis on iNOS, Nrf2, HO1, and MBP was done 
using qPCR. Total antioxidant capacity in the hippocampal tissue was measured by FRAP biochemical assay. 

Results: Pretreatment with piperine significantly reduced escape latency and swimming distance 
and increased time spent in target quadrant in Morris water maze test (P<0.0001) . In the Piperine 
pretreatment group, the expression level of iNOS was significantly lower than that in the LPC group. But the 
expression levels of Nrf2, Hmox-1 and MBP significantly increased in piperine pretreated group compared 
to LPC and control groups (P<0.001). Total antioxidant capacity of tissue in piperine pretreated group was 
more than that in the LPC group and controls (P<0.0001). 

Conclusion: Piperine improved spatial memory impairment induced by hippocampal demyelination 
through enhancing antioxidant defense and myelin repair. 
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  ـدرانــازنـــی مکــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )1- 16(    1399سال     شهریور    188شماره    سی ام دوره 
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 پژوهشی

اثرات پیش درمانی با پیپرین بر ظرفیت آنتی اکسیدانی مغز و اختلال 
 حافظه فضایی ناشی از تزریق لیزولسیتین در هیپوکامپ

  
        1حنانه روشن بخش

        2محمود اله دادي سلمانی
        3مهدي گودرزوند

  4فرشته پورعبدالحسین
  چکیده

. اســت و حفاظتی براي نورون هــااکسیدانی آنتی خواصاه، داراي فلفل سی ترین آلکالوئیدممهپیپرین  و هدف: سابقه
در ایــن مطالعــه اثــر پــیش  .باشــدمــی هاي حیوانی بیماري مولتیپل اســکلروزیسبنابراین کاندید مناسبی براي مطالعه در مدل

  .ضعی بررسی شدو ترمیم میلین در مدل دمیلیناسیون مو ویداتیاکس ي استرسهاشاخص فضایی، حافظه بر درمانی پیپرین
گروه آزمایشی  4گرم) در  200-220هاي صحرایی نر نژاد ویستار با وزن (موش یمطالعه تجرب نیدر ا ها:مواد و روش

)(n=8 مورد مطالعه قرار گرفتند. دمیلیناسیون با تزریق لیزولسیتین  در ناحیهCA1   هیپوکامپ القاء شد. پیپرین از دو هفته قبل
بــا تســت  ییفضــا حافظهبر  نیپریپ اثرصورت داخل صفاقی تزریق شد. هتا پایان دوره ب mg/kg5با دوز  از القاي دمیلیناسیون

 .شــد ارزیــابی qPCR کیــتکن بــا پوکامــپیبافــت ه در MBPو iNOS, Hmox-1 , Nrf2 هايژن انیبماز آبی موریس و بر 
  .دش يریگ اندازه FRAP با تست بافت هیپوکامپ در ی تامدانیاکس یآنتظرفیت 

پیش درمانی با پیپرین سبب کاهش شاخص زمان و مسافت طی شده و افزایش زمان اقامــت در ربــع هــدف در  ها:یافته
 ) نسبت به گروه دمیلیناســیون کــاهش(iNOS. درگروه پیش درمان بیان شاخص استرس اکسیداتیو )>0001/0P(آزمون ماز آبی شد

 .)>0001/0P(داري نشــان داد، افــزایش معنــیدرمان نسبت به بیمار وکنترل درگروه پیش MBPو Nrf2 Hmox-1,هاي یافت. بیان ژن
  .)>0001/0P(داري نسبت به گروه بیمار و کنترل داشتظرفیت آنتی اکسیدانی تام در گروه پیش درمان افزایش معنی

ی ناشــی از پیپرین با تقویت سیســتم آنتــی اکســیدانی و افــزایش میلــین موجــب بهبــود اخــتلال حافظــه فضــای استنتاج:
  شود.دمیلیناسیون هیپوکامپ می

  

  مولتیپل اسکلروزیس، پیپرین، حافظه فضایی، دمیلیناسیون، لیزولسیتین واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 ) یک بیماري التهابی مــزمنMSمالتیپل اسکلروزیس (

 دمیلیناســیون یکــی ،)1() استCNSسیستم عصبی مرکزي (
   ).2(باشــدیم MS ترین علایم پاتولوژیک بیمارياز رایج

  

  .)3،4(دـدهز رخ میـتري مغـاکسـد و خــکه در ماده سفی
، MSهاي جســمی ناشــی از بیمــاري در کنار ناتوانی

  هاي این بیماري، اختلالاتترین نشانهیکی دیگر از مهم
  

  E-mail: pourabdolhossein@gmail.com F.pourabdolhossein@mubabol.ac.ir     دانشکده پزشکی ،دانشگاه علوم پزشکی بابل :بابل -فرشته پورعبدالحسین مولف مسئول:
  ایران، دامغان ،کارشناسی ارشد فیزیولوژي، دانشکده زیست شناسی، دانشگاه دامغان .1
  ایران، دامغان ،دانشیار، دانشکده زیست شناسی، دانشگاه دامغان .2
  ایران، دانشیار، گروه فیزیولوژي و فارماکولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی البرز، کرج .3
 ایرانت، دانشگاه علوم پزشکی بابل، بابل، استادیار، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، پژوهشکده سلام .4
 : 15/4/1399تاریخ تصویب :                 21/12/1398تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            21/12/1398 تاریخ دریافت  
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  حنانه روشن بخش و همکاران     
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 پژوهشی

تحقیقات دو دهه اخیرنشان داده اســت  باشد.شناختی می
 73تــا  42منجــر بــه زوال عملکــرد شــناختی در  MSکــه 

درصد از  65از  شیدر واقع ب ).5(گردددرصد بیماران می
 نیشــوند و از بــیم یدچار اختلالات شناخت MS مارانیب

 ونیناســیلیدرصد اخــتلال حافظــه و دم 40از  شیها، بآن
هــا را مخــدوش  آن یزندگ تیفیدارند که ک پوکامپیه

شـــامل  MS يولوژیزیپـــاتوف يهاری. مســـ)6،7(کنـــدیمـــ
 ،یعروقــ يریــجزء است که شامل درگ نیچند يریدرگ

 یســد خــون يناکارآمــد و،یداتیاکس يرهایفعال شدن مس
در  یو التهــاب یمنیخود ا ي) و آغاز روندهاBBB( يمغز

 ياصورت شبکهاجزاء به نیکه ا ،باشدیم يمغز میپارانش
 کیــپاتولوژ عمتنــو يسبب بــروز الگوهــا دهیچیدر هم پ

منجر بــه  یو عوامل التهاب ویداتیسترس اکسا .)8(شوندیم
 تیــآکســون و در نها بیها، آســتیگودندروسیمرگ ال

رفــتن  نیاز بــ نیشود. همچنــیم یعصب يهامرگ سلول
 يداریمعنــ ری، تــأثپوکامپیه CA1 هیدر ناح ژهیونورون، به

ــر عملکــرد ه ــپیب ــپ بخشــی از  ).9(دارد پوکام هیپوکام
سیستم لیمبیک است که نقش فیزیولوژیک آن در بــروز 
رفتارهاي هیجــانی و دخالــت آن در پــردازش اطلاعــات 
فضایی و برخی از انواع حافظه و یادگیري مشخص شده 

لحظــه اي اســت  است. یادگیري فضایی نوعی یــادگیري
که در این نوع یادگیري، هیپوکامپ و لــوب گیجگــاهی 

 ).10(میانی و نواحی از قشر جلــوي پیشــانی دخالــت دارد
ــش هیپوکامــپ در  ــت نق ــا توجــه بــه اهمی ــابراین، ب بن

بــه  بیآســ، )11(گیري یــادگیري و حافظــه فضــاییشکل
ضــعف  ،يبعد یفراموش جادیباعث ا تواندمی پوکامپیه

 يریادگیــو اشــکالات  ییت و حافظه فضــاحافظه کوتاه مد
در حــال  MS. علل اخــتلال حافظــه در بیمــاران )12(شود

حاضر ناشــناخته اســت ولــی مطالعــات تصــویربرداري از 
مغز، درگیري پاتولوژیک هیپوکامپ، خصوصا آتروفــی 

. )9،13(دانــدآن را در ایــن قضــیه دخیــل مــی CA1ناحیه 
 MSه در بیماران بنابراین مکانیسم احتمالی اختلال حافظ

ــپ و  ــی هیپوکام ــر آتروف ــات اخی ــه گزارش ــه ب ــا توج ب
با توجــه بــه ایــن  ).9(باشدمی CA1دمیلیناسیون در ناحیه 

که استرس اکسیداتیو و کاهش دفاع آنتی اکســیدانی در 
ــاء و اخــتلال حافظــه ناشــی از  ــدن نقــش مهمــی در الق ب

هــاي آلزایمــر، صــرع و پارکینســون افزایش سن، بیماري
تواند راهکار ها میاکسیدانبنابراین استفاده از آنتیدارد، 
اي براي پیشــگیري و حتــی بهبــود فرآینــد اخــتلال بالقوه

حافظه باشد. در طی چند دهه اخیر گسترش تحقیقات در 
 پزشکی و علوم مختلف باعث رشد چشمگیري در کشف

گزارشــات  ).14(و بررســی گیاهــان دارویــی شــده اســت
بر روي ترکیبات انــواع ادویــه  وسیعی در ده سال گذشته

جات نشان داده است کــه ایــن ترکیبــات بــا مهــار مســیر 
هــاي تحلیــل برنــده تواننــد از وقــوع بیمــاريالتهــابی مــی

ترین عنوان اصلی. پیپرین به)15،16(عصبی پیشگیري کنند
 اکسیدانیآلکالوئید موجود درفلفل سیاه یک ترکیب آنتی

 ).17(شــوداســتخراج مــی است که از میوه گیاه فلفل سیاه
طبق مطالعــات جدیــد ســلولی و حیــوانی، پیپــرین داراي 

کننده ایمنی، آنتی اکسیدانی، ضدالتهابی و اثرات تعدیل
 )18،19(. اثرات آنتی اکســیدانی)17(ضد کارسینوژنیک است

گــزارش  پیپرین در مطالعات متعــددي )20(و ضد التهابی
هــاي یمــاريشده است. اثرات ضد آپوپتــوز پیپــرین در ب

شــرح داده  )22(و آلزایمــر )21(عصــبی ماننــد پارکینســون
کننــد کــه پیپــرین بــا شده است. این مطالعات تأییــد مــی

اکسیدانی و ضدالتهابی خود، موجب بهبود خاصیت آنتی
گــردد. همچنــین هاي فوق میعملکرد حافظه در بیماري
 هــاي فــوقهاي حیوانی بیمــاريپیش درمانی پیپرین در مدل

ر مثبت پیپرین در پیشگیري از القاء اختلال حافظه را تأثی
هــا و . دسترســی محــدود بــه بافــت)23،24(کنــدتأیید مــی

انسانی و عدم سهولت در تغییــر شــرایط  MSهاي بیوپسی
آزمایشگاهی در آزمایشات بالینی از جمله عواملی اســت 

 گردد.هاي تجربی میکه موجب ضرورت استفاده از مدل
هاي تجربــی جهــت القــاء دمیلیناســیون دلعلاوه بر آن م

مورد نیاز بوده و امکان درك بهتر از تــأثیرات آزمــایش 
را فــراهم  MSهاي جدید و ترمیمی را در بیمــاري درمان

هــاي القــاء شــده بــا توکســین از دمیلیناسیون ).25(کندمی
ها جهت بررسی ظرفیت ترمیمــی مغــز در ترین مدلرایج
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  بر اختلال حافظه نیپریاثرات پ
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MS ي شــناخته شــده بــراي القــاء هاباشد. یکی از سممی
 لیزولســـیتین .)25(دمیلیناســـیون ســـم لیزولســـیتین اســـت

(آنالوگ لیزوفسفاتیدیل کــولین) داراي خاصــیت مشــابه 
طور اختصاصــی بــر غشــا میلــین همواد شوینده است که ب

هــاي صــورت ثانویــه بــر ســلولههــاي عصــبی و بــســلول
ز ها) اثــر کــرده و ســبب اکننده (اولیگودندروسیتمیلینه

ماده در مطالعات گذشته  نیا .)26(شودها میبین رفتن آن
 CNSمختلــف  یدر نواح یموضع ونیناسیلیجهت دم زین

 )29(یینــای، عصب ب)28(يانهی، جسم پ)27(یطناب نخاع رینظ
 همچنین مــدل موضــعی استفاده شده است. )30(پوکامپیو ه

ــاء  ــا لیزولســیتین در هیپوکامــپ باعــث الق دمیلیناســیون ب
ــتلال در دمیلی ــاد اخ ــب ایج ــب آن موج ــیون و متعاق ناس

جــایی . از آن)30،31(گــرددحافظه و یادگیري فضایی می
که این مدل جهت بررسی اثرات دارویی بر فرآینــدهاي 
دمیلیناسیون، رمیلیناسیون و اختلال حافظه مــدل مناســبی 
است، در این مطالعه از مدل تزریق موضــعی لیزولســیتین 

ون موضعی و ایجاد اختلال حافظــه جهت القاي دمیلیناسی
  فضایی در حیوانات استفاده شد.

بــر اســاس شــواهد موجــود، تــاکنون مطالعــه اي در 
مورد تأثیر پیش درمانی با پیپرین بــر فراینــد یــادگیري و 

انجــام نگرفتــه  MSهــاي بیمــاري حافظه فضایی در مــدل
است. لذا در این پژوهش از مــدل موضــعی دمیلیناســیون 

 هیپوکامــپ CA1مستقیم لیزولسیتین در ناحیه توسط تزریق 
شود. هدف اصلی این مطالعه بررســی اثــرات استفاده می

بــر اخــتلال حافظــه  5mg/kgپیش درمان پیپــرین بــا دوز 
باشــد. بــراي بررســی فضایی ایجاد شده با لیزولسیتین مــی

تر مکانیسم عمل پیپرین بر حافظــه فضــایی و تــرمیم بیش
اکســیدانی کســیداتیو و آنتــیهاي استرس امیلین شاخص

  گردد.بافت هیپوکمپ بررسی می
  

  هامواد و روش
  حیوانات

هاي صحرایی نــر ســفید در این مطالعه تجربی موش
ــدوده وزن ــا مح ــتار ب ــژاد ویس ــاق  200-220ن ــرم از ات گ

ـــه و در  ـــل تهی ـــوم پزشـــکی باب ـــات دانشـــگاه عل   حیوان
 12شرایط استاندارد آزمایشگاهی (تحــت چرخــه نــوري 

ساعت روشنایی و با درجه حــرارت  12تاریکی و  ساعت
ســانتی گــراد) و دسترســی آزادانــه بــه آب و غــذا  2±22

هــا بــا رعایــت قــوانین نگهداري شدند. تمــامی آزمــایش
ــوب  ــگاهی مص ــات آزمایش ــا حیوان ــورد ب ــی برخ اخلاق

دامغــان بــا کــد و دانشــگاه دانشگاه علــوم پزشــکی بابــل 
(IR.DAMGHANU.1396.1991) د.گردی انجام  

  
  ) تقسیم شدند:n=8گروه ( 4سر موش در  32تعداد 

ــرل (ســالین):  ــه  2گــروه کنت ــر ســالین را ب میکرولیت
هیپوکامــپ بــه عنــوان  CA1صورت دو طرفــه در ناحیــه 

  حلال لیزولسیتین دریافت کردند.
درصــد را بــه 1گروه بیمار(لیزولسیتین): لیزولســیتین 

 CA1میکرولیتر بــه صــورت دو طرفــه در ناحیــه  2میزان 
  هیپوکامپ دریافت کردند.

گروه شاهد درمان (حلال پیپرین): حلال پیپــرین را 
درصد را به میــزان 1از دو هفته قبل از تزریق  لیزولسیتین 

 هیپوکامپ CA1صورت دو طرفه در ناحیه میکرولیتر به 2
ــایش ( ــان دوره آزم ــا پای ــل  10ت ــورت داخ ــه ص روز) ب

  صفاقی دریافت کردند.
دو هفته قبل از القاء دمیلیناســیون گروه پیش درمان: 

آغــاز و تــا پایــان  5mg/kg/dayدرمان پیپــرین را بــا دوز 
روز پــس از تزریــق لیزولســتین)، بــه  10دوره آزمــایش (

صورت داخل صفاقی دریافت کردند. انتخــاب ایــن دوز 
بر طبق منابع موجود و همچنین آزمایشات قبلی خودمــان 

  .)24،32(صورت گرفت
  

  ضعی دمیلیناسیونالقاء مدل مو
جهت القاء این مدل، حیوانات به صــورت عمیــق بــا 

هلند) (Alfasan, 70mg/kg, تزریق داخل صفاقی کتامین
هلند) رقیــق شــده در   (Alfasan, 10mg/kg, و زایلازین

ها درصد، بیهوش شدند. موش 9/0محلول استریل سالین 
قرار  با موقعیت سر کامل صاف در دستگاه استریوتاکس
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 پژوهشی

نــد و بــا اســتفاده از اطلــس پاکســینوس مشخصــات گرفت
 روي جمجمــه AP:-3.6, DV:-3.2, (ML:±1.6مذکور را (

 کرده، باکمک دریل دو سوراخ در جمجمــهگذاريعلامت
 2. )30(به طوري که به بافت مغز آسیب نرساند ایجاد شــد

ــر از محلــول  ــد لیزولســیتین (ســیگما،  1میکرولیت درص
میکرولیتري به صــورت دو  10آلمان) با سرنگ همیلتون 

 هیپوکامپ تزریق شد. جهت اطمینان CA1طرفه به ناحیه 
از فراهم نمودن زمان لازم براي انتشار لیزولسیتین، سوزن 

دقیقه در محل تزریق نگــه داشــته شــد.  5تزریق به مدت 
در حیوانات گروه کنترل بــا همــان مشخصــات اطلــس و 

  د.حجم یکسان سالین به صورت دو طرفه تزریق ش
  

  مداخلات دارویی
دو هفته قبل  mg/kg  5پیش درمانی با پیپرین با دوز

از القاء مدل بصورت تزریق روزانه داخــل صــفاق انجــام 
شد و تا دو هفته بعد از القا مدل ادامه یافت. پیپرین مورد 
استفاده از شــرکت مــرك آلمــان خریــداري و در دمــاي 

 درصد، 9/0اتاق نگهداري گردید. از ترکیب نرمال سالین 
درصد به عنوان حلال پیپرین  1درصد و توئین  70اتانول 

استفاده شــد و تزریــق حــلال درگــروه شــاهد درمــان بــه 
  صورت روزانه داخل صفاقی انجام شد.

  
  مطالعات رفتاري

ماز آبی موریس یکی از آزمون هاي رفتــاري مــوثر 
 .)33(و دقیق براي بررسی یادگیري و حافظه فضایی است

 155ز یک مخزن حلقوي با دیواره مشکی (قطر این ماز ا
سانتی متــر) تشــکیل شــده کــه بــه  60سانتی متر و ارتفاع 

 35. مخــزن تــا ارتفــاع )Q1-4(چهار ربع تقسیم می شود 
گراد پر شده و یک درجه سانتی 22±1سانتی متر از آب 

ســانتی متــر زیــر ســطح  2سانتی متــر)  10سکوي (با قطر 
شــود. در قــرار داده مــی )Q4(آب در مرکز ربــع چهــارم 

اطراف ماز آبی علائم هندسی به عنوان راهنمــاي بینــایی 
وســیله یــک سیســتم هتعبیه شــد و مســیر شــناي حیــوان بــ

. )30(ثبت شــد (EthoVision XT11)ردیاب کامپیوتري 
ساعت قبل از آموزش به منظــور ســازش بــا  24حیوانات 

دند ثانیه به داخل استخر رها می شــ 60محیط براي مدت 
 (Q4) تا با استفاده از علائم محیطی، محل سکوي پنهــان

در آب را پیدا کنند و در صورتی که مــوش هــا قــادر بــه 
پیدا کردن سکو نبودند، با دست به سمت آن هدایت می 

ثانیــه روي ســکو  20شدند و اجازه داده می شد به مدت 
بمانند. براي مطالعه یادگیري فضایی، آمــوزش حیوانــات 

روز متــوالی انجــام گرفــت. هــر مــوش 4ی طی در ماز آب
ثانیــه از یکــی از  60در روز) براي مدت  Trial 4روزانه (

شــد. ) بــه داخــل آب رهــا مــیQ1- Q4دیواره هاي ماز (
دقیقه اســتراحت مــی  5به مدت  Trialها بعد از هر موش

 4در صبح انجام می گرفت و از هــر   Trial 4کردند. هر 
Trial  ،میانگین گرفته می شــد. پــس از روزانه هر حیوان

آخرین بار آموزش، حیوان از حوضچه خارج و با حولــه 
خشک و به قفس خود باز گردانده می شد. مــدت زمــان 
پیدا کــردن ســکو و مســافت کــل طــی شــده در هــر بــار 
آموزش اندازه گیــري و ارزیــابی مــی شــد. ســرعت شــنا 
براي ارزیابی فعالیت حرکتی موش ها مورد استفاده قرار 

روز آزمایش و بــراي  4گرفت. میانگین هر روز به مدت 
زمان پیدا کردن سکو، مسافت طی شده و سرعت شــناي 

ساعت پــس از  24حیوانات در یک نمودار رسم گردید. 
رها شــد.  Q2اتمام آموزش، سکو برداشته شد و موش از 

 60در طول آزمایش پروب به مــوش اجــازه داده شــد تــا 
جست و جو ادامه دهــد. مــدت ثانیه بدون وجود سکو به 

زمان سپري شده در ربع هدف بــراي ارزیــابی چگــونگی 
یادآوري محــل ســکو توســط مــوش هــا (حافظــه) مــورد 
استفاده قرار گرفت. از این آزمایش براي انــدازه گیــري 
تــأثیر اخــتلالات عصــبی بــر یــادگیري فضــایی اســتفاده 

ساعت پس از آموزش تست حافظه انجــام و  24شود. می
  یوانات جهت نمونه برداري قربانی شدند.سپس ح

  
معکــوس  يو نسخه بــردار cDNA، سنتز RNAاستخراج 

Real-Time PCR)(  
 بافت هیپوکامپ تحت شرایط استریل از ســایر نــواحی

مغز جــدا و بــه داخــل میکروتیــوب اســتریل منتقــل شــد. 
درجــه  -80سپس توسط تانک نیتــروژن مــایع بــه فریــزر 
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ــرادیســانت ــ گ ــده و ت ــل ش ــتخراج در آن منتق ــان اس ا زم
ــد.  ــداري ش ــهنگه ــاز ب ــور جداس ــالص  RNA يمنظ   خ

)Total RNAاســتخراج  تیــاز ک پوکامــپ،ی) از بافت ه
Super RNA آزما زیتجه کتای (YTA) با پروتکل  مطابق

هــود  ریــمراحــل در ز یاستخراج آن اســتفاده شــد. تمــام
و  DNase-RNase free يهــاوبیکروتیانجام شد و از م

مطــابق بــا  cDNA. ســنتز دیــاســتفاده گرد هاتوکلاو شــد
بــراي از مســتر انجــام شــد.  زیــتجه کتــای تیــپروتکــل ک

ـــان) و ـــاژن، آلم ـــایبرگرین (کی ـــیکس س ـــتگاهم    از دس
ABI 7500 Real-Time PCR System یبررســ جهــت 

 يمرهـــایپرا اســـتفاده شـــد. رمـــورد نظـــ يهـــاژن انیـــب
 2دیتروئیار يافاکتور هستهي هاژن انیب يبرا یاختصاص

)Nrf2سنتتاز القائی ( دیاکسا کیتری)، نiNOS (و آنــزیم 
 يهامریپرا یتوالاستفاده شد.  Hmox-1)( 1ژنازیهم اکس

 qPCR)( مرازیپل يارهیزنج يهامورد استفاده در واکنش
میکرولیتــر  1داده شده است.  حیتوض 1 شماره در جدول

cDNA ،10  میکرولیتـــر از مســـتر مـــیکس ســـایبرگرین
از هــر یــک از پرایمرهــا  pmol/μL 5) و آلمــان (کیاژن،

ــران ــاپژوه، ته ــراه -(فض ــه هم ــران) ب ــر از  8ای میکرولیت
nuclease free water  میکرولیتــر  20در حجــم  نهــایی

 real-time PCR)برداري معکوس (جهت واکنش نسخه
ها به صــورت دوبــار تکــرار انجــام میکس شدند. واکنش

 ژن از  RTواکــنش ارزیــابی و مثبــت شد. جهت کنتــرل
 Housekeeping ژن یــک عنــوانه بــ GAPDH)( مرجــع
بــا بافــت  ســهیژن مورد نظر در مقا ینسب انیب .شد استفاده

ــط روش  ــرل، توس ــ Ct2-∆∆کنت ــبه و ب ــورت همحاس   ص
Fold Change .گزارش شد  

  
  .qPCRتوالی پرایمرهاي مورد استفاده در واکنش  :1شماره  جدول

 

توالی   (5’-3’) نشانه ژن      شناسه دسترسی ژن  
ACGGCAAGTTCAACGGCACAG NM _017008.4F GAPDH 

GACATACTCAGCACCAGCATCACC NM _017008.4R  
 

TGGTGAGGGGACTGGACTTT NM_012611.3F iNOS 
ATCCTGTGTTGTTGGGCTGG NM_012611.3R  

 
GGGAAGGCTTTAAGCTGGTGA NM_012580.2F Hmox-1 
GTGGGGCATAGACTGGGTTC NM_012580.2R  

 
GTCCCAGCAGGACATGGATT NM_031789.2F Nrf2 
GTTTGGGAATGTGGGCAACC NM_031789.2R  

 
CTATAAATCGGCTCACAAGG NM_001020462.1F MBP 
AGGCGGTTATATTAAGAAGC NM_001020462.1R  

  اندازه گیري ظرفیت آنتی اکسیدانی تام
بــراي انــدازه گیــري پتانســیل آنتــی اکســیدانی تــام 

)FRAP (The ferric reducing ability of plasma،  از
 .)34(داستفاده شــ) Benzie & Strain(روش بنزي و استرین 

گیــري یــک روش ســاده بــراي انــدازه FRAPآزمــایش 
عنوان هتوانایی احیا کنندگی یون فریک پلاسما است و ب

اکسیدانی معرفی شده یک روش در ارزیابی قدرت آنتی
یکســان، بــه  . بافت هیپوکامپ بــه نســبت وزنــی)35(است

میکرولیتر از ســرم فیزیولــوژي  5/0ازاي هر گرم بافت با 
ــوط حاصــل در  ــایزر شــد. ســپس مخل ــه خــوبی هموژن ب

دقیقــه  2و بــه مــدت  g  2000سانتریفیوژ معمولی  بــا دور
سانتریفیوژ شد. مــایع رویــی جــدا شــده و در ســانتریفیوژ 

 4و دمــاي  g10000 دقیقه بــا دور 10یخچال دار به مدت 
انتریفیوژ شد. ســوپ حاصــل بــه عنــوان عصــاره درجه س

بافتی جهت آنالیز بیوشیمیایی مورد آنــالیز قــرار گرفــت. 
، شــامل (بافراســتات FRAPسی سی معرف آماده کــار  5/1

و محلول کلرور فریک به نسبت به ترتیب  TPTZمعرف 
هاي آزمایش اضافه شده و به مــدت ) به تمام لوله11:1:1

ــه در 5 ــ 37دقیق ــه انکوب ــد درج ــه بع ــد. در مرحل  50ه ش
میکرولیتــر از نمونــه (عصــاره بافــت و یــا اســتانداردهاي 
مختلف) به لوله هاي مربوطه اضافه و بــه خــوبی مخلــوط 

درجه انکوبه شد. پــس از  37دقیقه در  15گشته و مجددا 
نــانومتر در  593طی این زمان شدت رنگ در طول مــوج 

 میکرولیتــر 50و  FRAPلیتر محلول میلی 5/1مقابل بلانک (
گیــري شــد. انــدازه آب مقطر) با دستگاه اســپکتروفتومتر

مقادیر جذب بدست آمده با استفاده از منحنی استاندارد، 
-125هــاي که با کمک محلول سولفات آهن در غلظــت

میکرومولار به عنــوان اســتاندارد رســم  250-500-1000
 حســب بــر FRAP ریمقــادشد، به غلظت تبدیل گردیــد. 

Fe2+ mM 35(است شده انیب نیپروتئ گرمی لیم رب(.  
  

  آنالیز آماري
ـــر از  ـــک متغی ـــا ی ـــد گـــروه ب ـــراي مقایســـه چن   ب
آنالیز واریانس یک طرفه و بــه دنبــال آن جهــت مقایســه 
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هــا، از آزمــون تــوکی اســتفاده شــد. بــراي میانگین گروه
مقایســه چنــد گــروه بــا دو متغیــر در روزهــاي متــوالی از 

گیــري تکــراري و بــه انــدازه آزمون واریانس دو طرفه با
هــا، از آزمــون دنبــال آن جهــت مقایســه میــانگین گــروه

ــبات آمــاري، ــه محاس ــتفاده شــد. در هم    بــونفرونی اس
05/0< P دار در نظــر گرفتــه عنوان حداقل سطح معنــیبه

ها با استفاده از نرم افــزار شد. تجزیه و تحلیل آماري داده
Inc, San) Graph pad Prism Diego. CA(  6نســخه 

  .صورت گرفت
  

  یافته ها
پیش درمانی با پیپــرین اخــتلال یــادگیري و حافظــه 

ــدل دمیلی ــایی را در م ــپ فض ــعی هیپوکام ــیون موض ناس
جهت القاء دمیلیناسیون موضعی، گروه بیمار کاهش داد. 
میکرولیتر بــه صــورت  2درصد را به میزان  1لیزولسیتین 

ــه  ــه در ناحی ــت کــرد CA1دو طرف ه و هیپوکامــپ دریاف
گروه کنتــرل بــه همــان میــزان و در همــان ناحیــه ســالین 
دریافت کردند. گــروه پــیش درمــان از دو هفتــه قبــل از 

 mg/kg  5القاي دمیلیناسیون تا پایان دوره پیپــرین بــا دوز
و گروه شاهد درمان نیز در همین زمان حلال پیپیــرین را 

صورت داخل صفاقی دریافت کردند. یک هفتــه پــس هب
مدل دمیلیناسیون توسط لیزولســیتین، تســت مــاز از القاي 

هــاي کنتــرل، روزه براي گروه 5آبی موریس با پروتکل 
روز اول  4درمان و پیش درمــان انجــام شــد.  بیمار، شاهد

جهت ارزیابی یادگیري و یک روز آخر بــراي ســنجش 
هــاي ارزیــابی حیوانات در نظر گرفتــه شــد. شــاخصحافظه 

احل انجام آزمــایش شــامل و حافظه در طول مر یادگیري
مدت زمان سپري شده بــراي رســیدن بــه ســکو، مســافت 
پیمــوده شــده تــا ســکو و ســرعت حرکــت بــراي یــافتن 
ســکوي پنهــان (جهــت تأییــد عــدم اخــتلال حرکتــی در 

روز تســت  5مختلــف) بــود کــه در هــاي حیوانــات گــروه
مــورد ارزیــابی و ســنجش قــرار  رفتاري ماز آبــی مــوریس

ري و حافظه فضایی در مدل تزریق گرفت. اختلال یادگی
موضعی لیزولسیتین در بافــت هیپوکامــپ توســط آزمــون 

موریس تأیید شد و در گروه بیمار و شاهد درمان، زمــان 
  پیــدا کــردن ســکوي پنهــان در روزهــاي اول تــا چهــارم 

ــأخیر  تســت نســبت بــه همــان روزهــا در گــروه کنتــرل ت
، *** P ** ،001/0< P >01/0( داري مشــاهده شــدمعنی
0001/0< P ****،  ــدازه ــا ان ــانس دو طرفــه ب ــالیز واری آن

). A 1تصــویر شــماره  - بــونفرونیآزمون گیري تکراري و 
 1و شــاهد درمــان در روز  طی شده در گروه بیمــارمسافت 

)01/0< P ***(  4، 3، 2روزهـــــاي و )0001/0< P **** (
نسبت به همان روزها در گروه کنتــرل  داريافزایش معنی

ــان داد ــدازه نش ــا ان ــه ب ــانس دو طرف ــالیز واری ــري (آن گی
). علــت 1Bبونفرونی) (تصویر شــماره تکراري و آزمون 

ـــار در روز  ـــروه بیم ـــده در گ ـــی ش    )** P >01/0( 1ط
ــــــاي  ــــــزایش  ).**** P >0001/0( 4، 3، 2و روزه اف

در گــروه کنتــرل نشــان  داري نسبت به همان روزهامعنی
گیــري تکــراري و زهداد (آنالیز واریانس دو طرفه با انــدا

آزمون بونفرونی). علت این افزایش مسافت طی شده در 
تواند همه روزهاي گروه بیمار نسبت به گروه کنترل، می

 تصــویرها باشد (تأییدي بر اختلال یادگیري دراین گروه
ــافتن ســکوکــاهش معنــی). 1A-B شــماره و  دار زمــان ی

ــرل، نشــانگر ســلامت  مســافت طــی شــده در گــروه کنت
دار یري حیوانات در این گروه بوده و افزایش معنییادگ

زمان و مسافت براي یافتن سکو در گروه بیمار نسبت بــه 
گروه کنترل، بیانگر القاء اخــتلالات یــادگیري ناشــی از 

هیپوکامــپ  CA1مــدل دمیلیناســیون موضــعی در ناحیــه 
باشد. همچنین گروه کنترل و پیش درمان با پیپرین به می

ـــ ـــب در روزه   و  )^^ p >01/0) و (p^^ >01/0( 3اي ترتی
4 )001/0< p ^^^(  کاهشی معنــی دار را در مســافت طــی

این گروه نشان داد. بررسی ســرعت  1شده نسبت به روز 
شناي حیوانات در همه گروه هاي آزمایشی در روزهــاي 

داري نشــان نــداد و ایــن تأییــدي بــر تست اختلاف معنی
باشــد (آنــالیز ل میعدم ایجاد اختلال حرکتی در این مد

ــا انــدازه گیــري تکــراري و آزمــون واریــانس دو طرفــه ب
  ).C 1 شمارهتصویر  -بونفرونی
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زمان یافتن سکو در A  یش درمانی با پیپرین اختلال یادگیري و حافظه فضایی ناشی از مدل دمیلیناسیون موضعی هیپوکامپ را کاهش میدهد.پ :1تصویر شماره 

 نشــان داد. )*** P **** ،01/0< P ** ،001/0< P >0001/0( داريیمعنهاي آموزش نسبت به همان روزها در گروه کنترل افزایش گروه بیمار در همه روز
+++) یافت.  P  ،++++001/0< P >0001/0معنی داري (پیش درمان پیپرین نسبت به گروه هاي بیمار و شاهد درمان کاهش  درگروه )sec(زمان یافتن سکو 

در درون گروهی در گروهاي بیمار و شاهد درمان تفاوت معنی داري بین روزهاي آزمون مشاهده نشد. اما در گروه کنترل و پیش درمان با پیپرین در مقایسه 
ه طی شده جهت یافتن سکو در حیوانات گرومسافت   .P ^^ ،001/0< P ^^^( B >01/0شد (کاهش معنی داري در زمان یافتن سکو مشاهده  4و  3روزهاي 

مسافت طی شده در گروه هاي پیش درمان نسبت به گروه بیمار  یافت.)**** P *** ،0001/0< P >01/0( بیمار نسبت به گروه کنترل بطور معناداري افزایش
 داريمعنــی در مقایسه درون گروهی در گروهاي بیمار و شاهد درمان تفاوت .++++) یافت >P  ،+++0001/0P >001/0داري (معنیو شاهد درمان کاهش 

  شــد کــاهش معنــی داري در مســافت طــی شــده مشــاهده  4و  3بین روزهاي آزمون مشاهده نشد. اما در گروه کنترل و پیش درمان بــا پیپــرین در روزهــاي 
)05/0< P ̂ ،001/0< P ^^^(C   سرعت شناي حیوانات در گروه هاي مختلف تغییرات معناداري را نشان نداد. مقایسهD  شــده در ربــع مدت زمــان ســپري

پیپرین و مقایسه این زمان در گروه پیش درمان  )*** P >001/0( دارینسبت به گروه کنترل کاهش معن هدف در آزمون پروب در گروه بیمار و شاهد درمان
)0001/0< P  اهد درمان افزایش معناداري را نشان داد.به گروه بیمار و ش++++) نسبت  

  
ن و گــروه بیمــار هــاي شــاهد درمــامقایسه بین گروه

داري را در زمان یافتن سکو در روزهــاي هیچ تغییر معنی
مطالعه نشان نداد، بنابراین حلال پیپرین تأثیري بــر رونــد 
یادگیري نداشته و حیوانات این گروه همانند گروه بیمار 

  CA1بر اثــر القــاء مــدل دمیلیناســیون موضــعی در ناحیــه
ــادگیري فضــایی ــد  هیپوکامــپ دچــار اخــتلالات ی بودن

ــا انــدازه گیــري تکــراري و  (آنــالیز واریــانس دو طرفــه ب
). در گــروه پــیش A1 شــمارهتصــویر -آزمون بــونفرونی

رسیدن بــه ســکو در تمــام روزهــا، بــه زمان درمان پیپرین 
و  3+++) روزهــاي  P >001/0( 2و1روزهــاي ترتیب در 

4 )0001/0< P داري نســبت بــه معنــی ++++) به صــورت
گروه بیمار کاهش یافــت، بنــابراین  و گروه شاهد درمان

از دو هفتــه قبــل  5mg/kg/dayپیش درمان پیپرین با دوز 
از آغاز جراحــی تــأثیر مثبــت در کــاهش رونــد اخــتلال 

 ).A1 شــمارهتصویر یادگیري و یا بهبود آن داشته است (
مقایسه مسافت طی شده به عنوان شــاخص تأییــد کننــده 

روز  4بیمار در طی زمان تأخیر، در گروه شاهد درمان و 
صــورت بــرون صــورت درون گروهــی و چــه بــهچــه بــه

داري نشــان نــداد و بــدین ترتیــب گروهی تغییرات معنی
اختلال حافظه در گروه حلال پیپرین نیــز تأییــد شــد. در 

پیپــرین مســافت طــی شــده در تمــام گروه پیش درمان با 
و روزهــاي  +++) P >001/0( 1روزها، به ترتیب در روز 

ــه روزهــاي ++++) نســبت  P >0001/0( 4و 3و  2   گ 1- 4ب
را  داريکاهشــی معنــی شاهد درمــان و گــروه بیمــار روه
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گیــري واریــانس دو طرفــه بــا انــدازهنشان دادنــد (آنــالیز 
). مقایســه B1 شمارهبونفرونی (تصویر تکراري و آزمون 

 داريگروهی در گروه پیش درمان نیــز کــاهش معنــیدرون
  ) و ^^^ P >001/0( 4زهــاي رودر مسافت طــی شــده در 

3 )05/0< P ̂ ایــن گــروه نشــان  2و 1به روزهاي ) نسبت
   پــیش درمــانی بــا پیپــرین دو داد که بیــانگر تــأثیر مثبــت

هفته قبــل از القــاء مــدل بــر اخــتلال یــادگیري حیوانــات 
گیــري باشــد (آنــالیز واریــانس یــک طرفــه بــا انــدازهمــی

ــون تــوکی ــراري و آزم ــویر  -تک ــمارهتص ). A-B 1 ش
هاي شاهد درمان مقایسه سرعت شناي حیوانات در گروه

 بیمار داري را نسبت به گروهو پیش درمان تفاوت معنی

دســت آمــده تــأثیر پیپــرین بــر هنشان نــداد. ایــن نتــایج بــ
کننــد (آنــالیز واریــانس دو یادگیري فضایی را تأیید مــی

تصویر  -گیري تکراري و آزمون بونفرونیطرفه با اندازه
  ).C 1 شماره

ساعت پس از اتمــام دوره چهــار روزه آمــوزش  24
هــا از ربــع دوم (ربــع مخــالف سکو برداشته شــد و مــوش

ســکو) رهــا شــدند. در ایــن بخــش (آزمــون پــروب) بــه 
ثانیه زمان داده شد تا بــدون وجــود ســکو بــه  60ها موش

جست و جو ادامه دهند. مدت زمان سپري شــده در ربــع 
نگی یــادآوري محــل بــراي ارزیــابی چگــو )Q4(هــدف 

ها مورد اســتفاده قــرار سکو (حافظه فضایی) توسط موش
  هــاي روز پــروب (مــدت گرفــت. تجزیــه و تحلیــل داده

 داريحیوان در ربــع هــدف) کــاهش معنــی زمان حضور
)001/0< P ***(،  واریانس یــک طرفــه و آزمــون آنالیز

را در گروه هاي بیمار و شاهد ) داريتوکی کاهش معنی
ت به گروه کنترل نشان دادنــد. حیوانــات ایــن نسب درمان

تري را در ربع هدف سپري کرده و زمان گروه زمان کم
هــاي دیگــر ســپري خود را به صــورت تصــادفی در ربــع

هــا تأییدکننــده بــروز اخــتلال حافظــه کردنــد، ایــن داده
 CA1مـــدل موضـــعی دمیلیناســـیون ناحیـــه فضـــایی در 

د درمــان نیــز هیپوکامپ وداده هاي مشابه در گــروه شــاه
بودن حلال پیپــرین بــر فرآینــد حافظــه  بر بی اثرتأییدي 

باشد. جهت بررسی اثر پیش درمانی پیپرین بر حافظــه می

  فضایی، ایــن شــاخص زمــانی بــین گــروه پــیش درمــان، 
  شاهد درمان و بیمار مقایســه شــد. زمــان ســپري شــده در 
ــزایش  ــرین اف ــان پیپ ــیش درم ــروه پ ــدف در گ ــع ه رب

هــاي بیمــار و شــاهد درمــان نسبت به گروهداري را معنی
ــالیز  P >0001/0داد (نشــان  ــک ++++)، آن واریــانس ی

). همچنــین D 1 شــمارهتصــویر  -تــوکیطرفه و آزمــون 
ســپري شــده در ربــع هــدف در گــروه پــیش  مدت زمان

 داري نسبت به گروه کنتــرل داشــتدرمان افزایش معنی
)05/0< P * () 1 شمارهتصویر D.(  

هــاي ا پیپرین موجب تعــدیل بیــان ژنپیش درمانی ب
ــت تــام  ــیداتیو و تقویــت ظرفی ــاخص اســترس اکس ش

  اکسیدانی شد.آنتی
و  iNOS, HO1هــاي در این مطالعه ســطح بیــان ژن

Nrf2  ـــک ـــتفاده از تکنی ـــا اس ـــپ ب ـــت هیپوکام   در باف
qRT-PCR القاء دمیلیناسیون بــا لیزولســیتین ارزیابی شد .

 )* P >05/0( و شــاهد درمــان )** P >01/0( در گروه بیمار
نســبت بــه گــروه  iNOSبیــان  داریمنجر به افــزایش معنــ

نشان دهنده آن است که مدل  شیافزا نیاکنترل شد که 
 راتییــســبب القــاء تغ لیزولســیتینبا  یموضع ونیناسیلیدم

پــیش در گــروه  iNOSژن  انیــبامــا  شــود.یم ویداتیاکس
گــروه دو  نســبت بــه يداریکــاهش معنــ نیپریپدرمان با 

ــانو  بیمــار ــاهد درم ــت ( ش ــالیز +++ P >001/0یاف )، آن
 ).A 2شماره تصویر  -واریانس یک طرفه و آزمون توکی

Nrf2 ــاکتور ســیفــاکتور رونو کیــ شــاخص ی و یــک ف
در  Nrf2ژن  انیــبباشد. ی میدفاع ستمیس یدانیاکسیآنت

نســبت  ي رادار یمعن شیافزا نیپریپبا درمان  شیگروه پ
، بیمــار و شــاهد )**** P >0001/0( کنترل هايبه گروه
 کی انسیوار زیآنالد ( دانشان ) +++ P >001/0درمان (

). ارزیابی بیــان B2 شمارهتصویر  -یطرفه و آزمون توک
ها نشان داد کــه بیــان ایــن ژن در در همه گروه HO1ژن 

گروه پیش درمان با پیپرین افزایش معناداري را نسبت به 
درمــان ، بیمار و شاهد )*** P >001/0( هاي کنترلگروه

)001/0< P +++طرفه و  کی انسیوار زیآنال( داد ) نشان
  ).C2 شمارهتصویر ی، آزمون توک
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به عنوان شاخص اســترس  iNOSبیان ژن A .پیش درمانی با پیپرین موجب تعدیل بیان ژن هاي شاخص استرس اکسیداتیو می شود :2تصویر شماره 

 )+++ P >001/0درمــان(گروه پیش داري افزایش و در ینسبت به گروه کنترل بطور معن) * P >05/0(و شاهد درمان )** P >01/0(ماردر گروه بیاکسیداتیو 
پیش درمان نسبت به گروه  Nrf2 (B) وHO-1 (C) اکسیداتیو بیان شاخص هاي آنتی  داري کاهش یافت.روه بیمار و شاهد درمان بطور معنی گنسبت به 

داري یطور معنبه  ) P 1:   +++-Nrf2and HO >001/0درمان (بیمار و شاهد ،گروه Nrf2); ، **** P ***  1-HO  ،0001/0< P >001/0(کنترل گروه 
  .افزایش یافت

  
 هاي تســتنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل آماري داده

FRAP  ــانس یــک طرفــه و آزمــون ــالیز واری بــا روش آن
هاي نی تام در گروهاکسیداتوکی نشان داد، ظرفیت آنتی

 کاهش نسبی داشــتکنترلگروهبیمار وشاهد درمان نسبت به
دار نبود. اما پیش درمانی با پیپــرین که تغییرات آن معنی

اي صورت قابل ملاحظــههاکسیدانی مغز را بظرفیت آنتی
و  )*** P >001/0( افــزایش دادنسبت بــه گــروه کنتــرل 

بــرد ) بالا ++++ P >0001/0درمان (بیمار و شاهد  گروه 
بــا  بنــابراین القــاي مــدل دمیلیناســیون .)3 شمارهتصویر (

ایجــاد اســترس اکســیداتیو  لیزولسیتین تا حدودي باعــث
گــذارد. اکسیدانی نیز تأثیر مــیشده و روي ظرفیت آنتی

 اکســیدانیپیش درمانی با پیپرین با افزایش ظرفیت آنتــی
ر محــیط، آزاد د هــايرادیکــال ســازيتواند با خنثــیمی

فرآیند ترمیم میلین و بهبود اختلال حافظه ناشی از مــدل 
  را تسهیل نماید.

  
 MBPپیش درمانی بــا پیپــرین بــا افــزایش بیــان ژن 

   ظرفیت ترمبم میلین را بالا برد.
ــــــــان ژن  ــــــــطح بی ــــــــه س ــــــــن مطالع   در ای

)MBP (myelin basic protein عنوان یــک پــروتئین هب
یلـــین در ضــروري جهــت تشــکیل و تثبیــت غشــاي م

هاي هاي ما در گروههاي مختلف ارزیابی شد. دادهگروه
در ایــن  MBPبیمار و شاهد درمان نشان داد که بیــان ژن 

 طور قابل توجهی پایین تر از گروه کنترل بوددو گروه به
)05/0< P *، ی، طرفه و آزمون توک کی انسیوار زیآنال

 شیافــزا نیپــریدرمــان پپیش  درگروه). 4 شمارهتصویر 
شــاهد نســبت بــه دو گــروه  MBPژن  انیبدر  يداریمعن

گروه کنترل ) و همچنین +++ P >001/0بیمار (و  درمان
)01/0< P ** طرفــه و  کیــ انسیوار زینالآ() ایجاد کرد

  ).4 شماره ی، تصویرآزمون توک
  

  
  

پیش درمانی با پیپرین موجب افزایش ظرفیــت تــام  :3تصویر شماره 
فیت آنتی اکسیدانی تام در گروه هاي پیش آنتی اکسیدانی شد. ظر

گروه بیمار و شاهد  )،*** P >001/0( درمان نسبت به گروه کنترل
  .افزایش یافت اريدمعنیطور ) به++++ P >0001/0درمان (
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 پژوهشی

  
 MBPپیش درمانی با پیپرین موجب افزایش بیان ســطح  :4تصویر شماره 

ص میلین در گــروه عنوان شاخ به MBPدر بافت هیپوکمپ شد. بیان ژن
نسبت به گروه کنترل بطور معنــاداري ) * P >05/0(بیمار و شاهد درمان

 نسبت بــه گــروه بیمــار و شــاهد درمــان گروه پیش درمانکاهش و در 
)001/0< P +++ 01/0( کنترل) و< P **( بطور معناداري افزایش یافت  

  

  بحث
اخــتلالات شـــناختی از جملـــه اخـــتلال حافظـــه و 

. )6،7(شایع اســت MSپوکامپ در بیماران دمیلیناسیون هی
ــا  اخــتلال حافظــه ناشــی از مــدل موضــعی دمیلیناســیون ب

 ،)30،31،36(لیزولسیتین در تحقیقات گذشته تأیید شده بود
بنابراین در این پژوهش از این مــدل جهــت بررســی اثــر 

اکسیدانی استفاده بر اختلال حافظه و ظرفیت آنتیپیپرین 
ایید کرد کــه پــیش درمــانی بــا پیپــرین هاي ما تشد. یافته

موجب بهبود اختلال یادگیري و حافظه فضایی ناشــی از 
 شود. پیپیرین بامدل موضعی دمیلیناسیون در هیپوکمپ می

موجب کاهش آسیب اکســیداتیو  iNOSکاهش بیان ژن 
ــده و بــا افــزایش بیــان ژن ــايش ــاع  Nrf2و  HO1ه دف

هایــت ظرفیــت تــام اکسیدانی بدن را بالا برده و در نآنتی
برد. پیش درمانی با پیپرین با اکسیدان مغز را بالا میآنتی

ترمیمــی مغــز را نیــز بــالا  ظرفیت MBP افزایش بیان ژن
تشکیلات هیپوکامپ در اکتساب حافظه فضــایی  برد.می

کنند، بنابراین با ایجــاد ضــایعه اي را بازي مینقش عمده
 فضــایی بــه میــزان دو طرفه در ناحیه پشتی هیپوکامپ حافظه

ــاي ارزیــابی داده .)37(شــوددرصــد مختــل مــی 50-30 ه
رفتاري این مطالعــه نشــان داد کــه تزریــق لیزولســیتین در 

هیپوکامپ موجب تخریب حافظه فضــایی و  CA1ناحیه 
یادگیري در حیوانات می شود که هم راستا بــا مطالعــات 

هــاي . بــر طبــق ارزیــابی)30،31(قبلی در این زمینه هســت
جام شده، کاهش شاخص زمان و مسافت جهــت یــافتن ان

سکو در گروه کنتــرل در طــی روزهــاي تســت، نشــانگر 
سلامت یادگیري حیوانات در این گروه بوده و افــزایش 

ها در گروه بیمار نسبت به گروه کنترل، بیــانگر القــاء آن
اختلال یادگیري ناشی از مدل دمیلیناســیون موضــعی در 

باشد. نتــایج پــژوهش حاضــر هیپوکامپ می  CA1ناحیه 
ــه ــا یافت ــاي ب ــال  Makinodonه ــاران در س  2008و همک

ــق  مطابقــت دارد، بــه طــوري کــه نشــان دادنــد کــه تزری
لیزولسیتین سبب افزایش زمــان پیــدا کــردن غــذا در مــاز 

. )38(شعاعی شده و حافظه و یادگیري مختل شــده اســت
عــلاوه تعــدادي از گزارشــات شــروع فرآینــد اســترس هب

 اتیو را در ناحیه ضایعه پس از القــاء مــدل لیزولســیتینیاکسید
. در مطالعه کنونی نیــز افــزایش بیــان )39،40(اندنشان داده

 به عنوان شاخص فرایند استرس اکسیداتیو تاییــد iNOSژن 
شد. این در حالی است کــه مکانیســم مولکــولی اخــتلال 

 MSحافظه ناشی از دمیلیناســیون هیپوکامــپ در بیمــاري 
هاي مــوثري در ایــن ر دقیق مشخص نیست و درمانطوهب

  رابطه وجود ندارد.
در طی چند دهه اخیــر، گیاهــان دارویــی در درمــان 

 هاي تحلیل برنده عصبی ازجمله بیماريبسیاري از بیماري
MS اند. گواه این مــدعا گیر قرار گرفتهمورد توجه چشم

و تاثیر بسزاي پیپرین در بهبود اختلال عملکرد یادگیري 
هاي تحلیل برنــده حافظه در چندین مدل حیوانی بیماري

بــا ایــن وجــود، مکانیســم عملکــرد  )41-43(عصبی اســت
طــور کامــل مشــخص نیســت. نتــایج هدارویــی پیپــرین بــ

مطالعات رفتاري مطالعه ما اثــر پــیش درمــانی پیپــرین بــر 
بهبود عملکرد حافظــه را در مــدل موضــعی دمیلیناســیون 

تا اثر محافظتی و درمانی پیپرین در تأیید کرد. در این راس
هاي تحلیل برنده عصبی و اختلال شناختی ناشــی بیماري
هاي حیوانی آلزایمر و پارکینسون گــزارش شــده از مدل

. همچنین بررسی سرعت شناي حیوانــات )21،43،44(است
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داري را در در روزهاي مختلف آزمون نیز اختلاف معنی
تأییدي بر این موضوع است  ها نشان نداد و اینبین گروه

که القاء مدل دمیلیناسیون در هیپوکامــپ و یــا درمــان بــا 
پیپــرین قبــل از القــاء مــدل تــأثیري بــر ســرعت حرکــت 

  حیوانات نداشته است.
 يماریب شرفتیدر پ ییسهم بسزا ویداتیاسترس اکس

MS ییسنتتاز القا کیترین میدارد. آنز iNOS) (از  یکــی
 باشــدیمــ ویداتیتبط با استرس اکسمر يهامیآنز نیتریاصل

 جادیرا در ا ی) نقش مهمNO( دیاکسا کیترین دیکه با تول
از اســترس  یناش يهابیالتهاب و آس ،یعصب تیمسموم

. مطالعه حاضر نشــان داد کــه )45(کندیم يازب ویداتیاکس
را  iNOSژن  انیــب يطــور معنــادارهبــ نیتیزولســیل قیتزر
 يهــاژن انیــب زانیــکــه م بــود یدر حال نیداد، ا شیافزا

HO-1  وNrf2 قــرار نگرفــت.  نیزولستیالقاء ل ریتحت تاث
انــد کــه نشــان داده زیــن يراستا، گزارشات متعدد نیدر ا

 ).15،46(اســت افتهی شیافزا نهیلیدم یدر نواح iNOSژن  انیب
ژن  انیــب نیپــریبا پ یدرمان شیپ  ما نشان داد که يهاداده

iNOS يهاژن انیهش و بکا يرا بطور معنادار HO-1  و
Nrf2 راتییــتغ نیداد. جالب توجه است که ا شیرا افزا 

 لنسبت به گــروه کنتــر Nrf2و  HO-1 يهاژن انیدر مورد ب
  ).2 شمارهتصویر را نشان داد( يداریمعن شیافزا زین

Nrf2  پاســخ  میتنظ ،یسیفاکتور رونو کیعنوان به
بــر عهــده  زااســترس طیســلول را در شــرا یدانیاکسیآنت

 دانیاکســیصدها ژن آنتــ انیب لیتعد ییتوانا Nrf2دارد. 
ــ HO-1شــامل  ــاهب ــوان هــدف پ ــ نییعن  يرهایدســت مس

Nrf2-ARE 47(را دارد )دانیاکســ ی(عنصر پاســخ آنتــ(. 
) در شکســتن هِــم بــه آهــن، (HO1 ژنازیهــم اکســ میآنز

ــیکــربن و ب دیمونواکســ ــوردی ل  يهــابیو کــاهش آســ نی
ــ ــش دارد ویداتیاکس ــا. داده)48(نق ــا  يه ــان دادم ــه  نش ک

بــه دنبــال  HO-1و  Nrf2 يهــاژن انیــدار بیمعنــ شیافزا
 یسمیمکان يهاریازمس یکیتواند یم ن،یپریبا پ یدرمان شیپ

فضــایی  بهبود اختلال حافظــه در لیدخ محافظت عصبی
و همکــاران  Kappos، 2008راستا، در سال  نیباشد. در ا

 میرا تنظ Nrf2ت، که فومارا لیمت يگزارش دادند که د

 یرا در طــ یعــود و نــاتوان یطور قابــل تــوجهکند، بهیم
 .)49(دهدی، کاهش مMS يماریب 3فاز ینیبال ییکارآزما

جــدا شــده از  يدهایــنشان داده شد کــه آلکالوئ نیهمچن
ــ ــل س ــرکوب  اهیفلف ــا س ــ iNOSب ــردن مس ــال ک  ریو فع

Nrf2/HO-1 50(دهندیالتهاب را کاهش م(.  
شــدت  HO-1 يبالا انیثابت کرد که ب گریمطالعه د

هــا را در موش EAEاز القاء مدل  یناش ینیبال يهابیآس
توانــد بنابر گزارشات موجود، پیپرین می ).51(کاهش داد

عملکرد حافظــه را از طریــق آنتــی اکســیدان هــا و مهــار 
هاي ما نتایج داده .)44،52(هاي آزاد بهبود ببخشدرادیکال

اکسیدانی تام را در گــروه پــیش نتینیز افزایش ظرفیت آ
 درمان با پیپرین نشان داد و با سایر گزارشــات در ایــن راســتا

هــاي ایــن مطالعــه ایــن فرضــیه را مطــرح مطابق بود. یافته
کند که اثر مثبت پیش درمانی پیپرین بر بهبود اختلال می

تواند از طریق مکانیسم تعدیل شــرایط حافظه فضایی می
اکسیدانی هاي آنتیتر شاخصبیان بیش اکسیداتیو به نفع

  اکسیدانی باشد.و تقویت ظرفیت آنتی
 پیپریناثرات به بررسی  ي این مطالعهدر قسمت بعد

 يســاختار نیپــروتئتــرین اصلیعنوان هب MBP انیب زانیبر م
هــاي مــا پــیش درمــانی بــا پرداختیم. بر اساس داده نیلیم

 تــا یحتــ يردایطــور معنــهبــرا  MBP انیسطح بپیپرین 
مشــابه   داد. شیگروه کنترل افــزاسطح بالاتري نسبت به 

اي دیگر کورکومین باعث افزایش هاي ما در مطالعهیافته
 در مدل انسفالومیلیت مــزمن آزمایشــگاهی MBPسطح بیان 

)EAE15() شد و فراینــد تــرمیم میلــین را تســهیل کــرد(. 
اســت  MBP هاي اصلی در سطح میلین،یکی از پروتئین

ه در اولیگودندروســیت هــاي بــالغ نیــز فــراوان یافــت کــ
توانــد ها میافزایش تولید اولیگودندروسیت .)53(شودمی

در گروه پیش درمــان  MBPتوجیه کننده افزایش سطح 
پیپــرین باشــد کــه در مــورد کورکــومین افــزایش ســطح 

  .)15(تایید شده است  EAEها در مدل اولیگودندروسیت
طور خلاصه بهگیري کرد که توان نتیجهدر پایان می

هاي این مطالعه نشان داد کــه تزریــق لیزولســیتین در یافته
هیپوکامپ باعث ایجاد اختلال در یــادگیري  CA1ناحیه 
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شود که با شروع فراینــدهاي اســترس ها میو حافظه رت
اکسیداتیو همراه بود. در این مدل تجربی بیمــاري، پــیش 

القا مدل توانســت باعــث  درمانی با پیپرین دو هفته قبل از
طــور ه بهبود اختلال یادگیري و حافظــه فضــایی شــود. بــ

 پیپــرین یمحــافظت اثــردهد که یما نشان م يهاافتهکلی ی
طریــق کــاهش فراینــد اســترس اکســیداتیو ،  از تواندمی

اکســیدانی مغــز و افــزایش ســطح تقویــت ظرفیــت آنتــی
MBP  اشد. در شرایط دمیلیناسیون ب نیلیم میترمو تسهیل

ــرین در  ــی بــه بررســی اثــرات پیپ ــا نگــاه کل از ایــن رو ب
توان نتیجه گرفت که مطالعات گذشته و مطالعه فعلی می

تواند کاندید مناسبی براي پیشگیري و درمــان پیپرین می

باشــد. البتــه مطالعــات  MSاخــتلالات شــناختی ناشــی از 
تر هاي دقیقتري لازم است تا به بررسی مکانیسمگسترده
ــ ــدلعملک ــرین در م ــاري رد پیپ ــوانی بیم ــاي حی  MSه

  بپردازد.
  

  پاسگزاريس
وسیله از حمایت معاونت تحقیقــات و فنــاوري بدین

دانشگاه علوم پزشکی بابل و دانشــگاه دامغــان و ســازمان 
هاي شناختی به جهت اجراي ایــن توسعه علوم و فناوري

گردد.این مقالــه بخشــی از پژوهش، تشکر و قدردانی می
  باشد.کارشناسی ارشد می پایانامه
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