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Abstract 

Background: Glutamate is the most widespread excitatory neurotransmitter in the 
mammalian central nervous system (CNS) and plays major role in the pathogenesis of ischemia 
brain injury.Glutamate transporters  have a major role in glutamate removal and maintain its 
concentration below excitotoxic levels. Although estrogen’s and progesterone’s neuroprotective 
effects were well-described, the exact molecular mechanism has yet to be determined. This study 
has investigated estrogen and progesterone effect on glutamate transporters expression in the 
ischemic penumbra/peri-infarct region in rat. 

Materials and Methods: Adult male Wistar rats were subjected to transient middle cerebral 
artery occlusion (tMCAO) for 1 h. Estrogen and progesterone combination was immediately 
injected after tMCAO subcutaneously. Sensorimotor functional tests for evaluating behavioral 
deficits and TTC staining for measurement of infarct volume were performed 24 h after MCAO. 
Real-time PCR technique was used for gene expression analysis of glutamate transporters EAAT2 
and EAAT3. 

Results: The combination of estrogen and progesterone could significantly reduce lesion 
volume. Also, hormone therapy could improve ischemic neurological disorders. After hormone 
therapy, gene expression of glutamate transporters EAAT2 and EAAT3 did not show significant 
changes. 

Conclusion: Combined estrogen–progesterone treatment significantly reduces neurological 
deficits and infarct volume; these effects are independent of the glutamate transporters signaling 
pathways. 
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  چکیده
مغزي  اي در پاتوژنز آسیبنقش عمده ترین نوروترانسمیتر تحریکی در مغز پستانداران است وگلوتامات فراوانو هدف:  زمینه

تر مدر مقادیري کرا سازي گلوتامات دارند و غلظت آن نقش اصلی در خارجهاي گلوتامات کند. انتقال دهندهایسکمیک بازي می
استروژن و پروژسترون در برابر آسیب ایسکمیک  . نقش حفاظت عصبیکنندکننده سمیت تحریکی حفظ می از مقادیر ایجاد

و  ثیر هورمون استروژنأ. این مطالعه به تطور کامل مشخص نیست مکانیسم مولکولی آن به وجود، این بامشخص شده است؛ 
    پردازد.هاي گلوتامات در ناحیه حاشیه ایسکمی در موش صحرائی میپروژسترون بر بیان انتقال دهنده

) براي یک MCAOشریان مغزي میانی (صحرائی نر بالغ نژاد ویستار در معرض انسداد موقتی  هايموشها: مواد و روش
ی حرکتی . تست عملکرد حستزریق شدها و بلافاصله بعد از آن دوز ترکیبی استروژن و پروژسترون به حیوان رفتندگساعت قرار 

انجام  MCAOساعت بعد از  24 جهت بررسی تغییرات حجم ناحیه اینفارکت TTCآمیزي و رنگ براي ارزیابی نقایص رفتاري
استفاده EAAT2  و EAAT3هاي گلوتامات دهندهمطالعه میزان بیان ژن انتقال براي real-time PCRتکنیکاز شد. 
  شد.

ی هورمون درمان ،چنینهم .داري توانست حجم ضایعه را کاهش دهدطور معنی دوز ترکیبی استروژن و پروژسترون بهها: یافته
 امات هاي گلوتدهندهمیزان بیان ژن انتقالهاي بهبود دهد. بررسی هاي ایسکمیکتوانست اختلالات عصبی حرکتی را در موش

EAAT3  و EAAT2داري را بعد از هورمون درمانی نشان ندادند.تغییر معنی  
هاي تواند حجم ضایعه را کاهش داده و اختلالات عصبی حرکتی را در موش: دوز ترکیبی استروژن و پروژسترون میگیرينتیجه

  هاي گلوتامات است.هد، اگرچه این بهبودي مستقل از مسیر سیگنالی انتقال دهندهایسکمیک بهبود د
  هاي گلوتامات، سکته مغزي ایسکمیک، پروژسترون، موش صحرائی انتقال دهنده استروژن، :کلیديواژگان 
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  مقدمه
سکته مغزي دومین علت شایع مرگ و میر و علت 

حدود ). 1(مدت است هاي نورولوژیکی طولانیاصلی ناتوانی
هاي مغزي ناشی از انسداد عروقی توسط درصد سکته 87

اره درصد ناشی از پ 13ترومبوز یا آمبولی(نوع ایسکمیک) و 
. به دنبال سکته )2(باشدمینوع هموراژیک) شدن عروق مغزي(

مغزي، آبشاري از وقایع مولکولی شامل سمیت تحریکی، 
افزایش سطح کلسیم داخل سلولی، استرس اکسیداتیو و التهاب 

شوند که درنهایت به مرگ سلولی نکروتیک و شروع می
زمانی که ایسکمی مغزي رخ ). 2(شوندآپوپتوتیک منتج می

، دستخوش )Coreهاي ناحیه مرکز ایسکمی(دهد، سلولمی
ه در ک روند. درحالیمرگ سلولی نکروتیک شده و از بین می

اي وجود دارد که جریان خون ضعیفی از عروق حاشیه آن منطقه
) و قابلیت نجات از طریق Penumbraگیرد (جانبی می

ها وجود دارد. بنابراین یکی از هاي پس از سکته براي آندرمان
فاظت و نجات اهداف اصلی مداخلات نوروپروتکتیو ح

. گلوتامات نوروترانسمیتر )4(ها در این منطقه استنورون
تحریکی عمده در سیستم عصبی مرکزي پستانداران بوده و به 

ی مثل عنوان عامل نوروتوکسیک در چندین اختلال عصب
 ،در طول ایسکمی شود.ایسکمی و صرع در نظر گرفته می

اي ها به فضها و آستروسیتگلوتامات در مقادیر زیاد از نورون
خارج سلولی آزاد شده و سبب افزایش کلسیم سلولی اساسا از 

 (N-methyl-D-aspartateهاي طریق اثر روي گیرنده

NMDA   (لسیم فی کشود. مقدار اضانفوذپذیر به کلسیم می
ها، منجر به نکروز و فروپاشی ساختارهاي سلول شامل پروتئین

DNA در شرایط )5(شودو فسفولیپیدهاي غشایی می .
فیزیولوژیک، گلوتامات آزاد شده در فضاي سیناپسی سریعا 

  transportersهاي اسید آمینه تحریکیانتقال دهندهتوسط 
excitatory amino acid )EAATs که روي (

برداشت  اند،ها قرارگرفتهو نورون هاآستروسیت
ها نقش اصلی در خارج سازي گلوتامات  EAAT.)6(شودمی

تر از مقادیر ایجادکننده در مقادیري کمرا دارند و غلظت آن 

انتقال دهنده با تمایل  5کنند. تاکنون سمیت تحریکی حفظ می
 -5 ات و وابسته به سدیم که عبارتند از بالاي اتصال به گلوتام

1  EAATاند. شناسایی شدهEAAT1  و EAAT2  اغلب
 EAAT3هاي آستروگلیال قرار دارند. در حالی که در سلول

  EAAT3اند.در غشاي نورونی توزیع شده EAAT4 و
ترین انتقال دهنده نورونی است و به طور برجسته در فراوان
اي حضور دارد.  هاي قاعدهه و عقدههاي هیپوکامپ، مخچنورون

EAAT5 هاي نورياي شبکیه و در گیرندههاي عقدهدر سلول 
 .)7(هاي دو قطبی واقع در شبکیه قرار گرفته استو سلول

شواهدي وجود دارد که اختلال در انتقال گلوتامات به دلیل 
تواند دادن فعالیت یا بیان انتقال دهنده آن می کاهش یا از دست

به عنوان یک دلیل اصلی براي تعدادي از اختلالات عصبی 
ها درباره پاتوفیزیولوژي ایسکمی، وجود پیشرفت . با)8(باشد

تعداد مداخلات موجود براي درمان سکته ایسکمیک بسیار 
و موثرترین روش شناخته شده آن استفاده از فعال محدود است 

 tPA )Tissue plasminogenکننده پلاسمینوژن بافتی 

activatorست، ولی با توجه به این موضوع که بازه زمانی ) ا
ساعت است، بنابراین فقط درصد کمی از  tPA 3درمان با 

یافت اند، قادر به دربیمارانی که دچار سکته ایسکمیک حاد شده
زي ریزي مغضمن درمان ترومبولیتیک خطر خون آن هستند. در
رو ن داتواند استفاده از ایدهد که این موضوع میرا افزایش می

را براي بیماران محدود کند. بنابراین نیاز حیاتی براي توسعه 
اند که . مطالعات نشان داده)9(هاي جایگزین وجود دارددرمان

هاي استروئیدي مثل استروژن و پروژسترون اثرات هورمون
یو هاي نورودژنراتحفاظت عصبی قابل توجهی بر علیه بیماري

. استفاده از استروژن وپروژسترون به تنهایی یا به )10(دارند
صورت ترکیبی فورا قبل یا بعد از ایسکمی مغزي موقتی، حجم 

سکته مغزي را در هر دو اینفارکت و نقایص رفتاري همراه با 
اگرچه استروژن . )11(دهدهاي حیوانی کاهش میجنس در مدل

شوند، و پروژسترون به عنوان عوامل حفاظت عصبی شناخته می
مل ها هنوز به طور کامکانیسم دقیق حفاظت عصبی ناشی از آن

دهند که اثر حفاظت عصبی شواهد نشان میمشخص نشده است. 
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هاي نوروترنسمیتر استروژن ممکن است از طریق سیستم
 هاي گلوتاماتدهنده ها و انتقالتحریکی به خصوص گیرنده

ص شده است که استروژن بیان مشخ .)12(گري شودمیانجی
را در  EAAT2  و EAAT1 هاي گلوتاماتانتقال دهنده
تواند یک مکانیسم دهد که این میها افزایش میآستروسیت

حفاظت عصبی کلیدي به وسیله کاهش سطح گلوتامات خارج 
هاي گلوتامات با توجه به اهمیت انتقال دهنده. )13(سلولی باشد

به بررسی تاثیر استروژن و در حفاظت عصبی، در این مطالعه 
 EAAT2گلوتامات  پروژسترون بر روند بیان دو انتقال دهنده

پس از ایسکمی در موش صحرایی پرداخته شده  EAAT3و 
  است.

  
  هامواد و روش

 اياي و مداخلهمشاهده مطالعه یک حاضر مطالعه

سر موش صحرائی نر نژاد ویستار در  30که بر روي  باشدمی
گرم که در بخش حیوان خانه دانشگاه  230-300محدوده وزنی 

 از قبل .رفتعلوم پزشکی کاشان پرورش یافته بودند انجام گ

 اخلاقی کمیتۀ از حیوانات با کار مجوز پژوهش، یندآفر شروع

حیوانات در  شد. دریافت علوم پزشکی کاشان دانشگاه
و  º C22-24هاي استاندارد و محیط کنترل شده (دمايقفس

ساعت روشنایی/تاریکی) با دسترسی آزاد به آب و  12چرخه 
میته اخلاق غذا نگهداري شدند. این مطالعه با تصویب ک

پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی کاشان و طبق پروتکل اصول کار 
  با حیوانات انجام گردید.

  
  هاي آزمایش گروه

سر موش در  6ها به طور تصادفی به سه گروه (موش
در این  کنترل؛هر گروه) تقسیم شدند که عبارت بودند از: گروه 

گرفت، گروه جراحی بدون انسداد شریان مغزي میانی انجام 
گروه ایسکمی؛ در این گروه حیوانات در معرض ایسکمی 
موقت یک ساعته قرار گرفتند و گروه هورمون؛ در این گروه 

ها علاوه بر ایسکمی موقت یک ساعته، دوز ترکیبی حیوان
  هورمون استروژن و پروژسترون را دریافت کردند.

  روش جراحی و ایجاد مدل ایسکمی مغزي موضعی
منت فیلاکمی موضعی موقتی از روش براي القاي ایس

با اصلاحات یا انسداد داخل عروقی که قبلا شرح داده شده 
ها با گاز به طور خلاصه حیوان .)11(جزئی استفاده شد

و روند  بیهوش شدند(Baxter, USA) درصد 3ایزوفلوران 
درصد به همراه مقدار یک لیتر در  1-3بیهوشی با ایزوفلوران 

دقیقه اکسیژن از طریق ماشین بیهوشی ایزوفلوران 
(Eickemeyer, Germany)  ادامه یافت. پوست ناحیه سر

برگما، درز ساژیتال و  در خط وسط برش داده شد تا نقطه
 4کرونال نمایان شوند، سپس استخوان جمجمه با مختصات  

متر خلف نقطه برگما در دو طرف نازك میلی 2متر خارج و میلی
 ,Moor Instruments)و نوك پروب سیستم لیزر داپلر

England)  در روي نقطه نازك شده با چسب مخصوص ثابت
 MCA (Middle Cerebral Artery)شده و جریان خون 

دو نیمکره ثبت شد. نقطه نصب پروب به طور غیر مستقیم بر 
روي تنه شریان مغزي میانی قرار داشته و مانیتور دستگاه عددي 

 اد.درا به عنوان مبناي پایه جریان خون در این شریان نشان می
با دماي  warm padها را به وضعیت سوپاین روي سپس حیوان

ک یو  ها در طرفین ثابت شدنده و دستدرجه خواباند ±37 5/0
ها ایجاد برش طولی در خط وسط قسمت قدامی گردن آن

گردید. بعد از کنار زدن پوست، غدد بزاقی و عضلات، غلاف 
کاروتید در معرض دید قرار گرفت، به دنبال آن شریان کاروتید 

 .بند و عصب واگ جدا شدندهایش از بافت هممشترك و شاخه
 Middle Cerebral Artery)مخصوص  مونوفیلامنت

Occlusion) MCAO با پوشش سیلیکون(Doccol, 

USA)   با ایجاد برش کوچکی به داخل شریان کاروتید
مشترك و سپس شاخه داخلی آن هدایت شد تا یک مقاومت 
ظریف در مقابل هدایت کاتتر به سمت جلو احساس شود و 

کمتر به   CBF (Cerebral Blood Flow) جریان خون 
از نصف جریان مبناي ثبت شده برسد. این مقاومت ظریف 
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گر آن است که سر حلقوي کاتتر، شریان مغزي میانی را در نشان
محل خروج از حلقه ویلیس مسدود کرده است؛ در این حالت، 

رسانی توسط حلقه ویلیس شریان مغزي میانی چپ از خون
انی مغزي میرسانی در شریان شود. بدین ترتیب خونمحروم می

شود رسانی میاي از مغز که توسط این شریان خونقطع و ناحیه
دقیقه مونوفیلامنت به آرامی  60شود. پس از دچار ایسکمی می
رسانی مجدد برقرار شد. در این حالت خون خارج شده و خون

گردد از طریق حلقه ویلیس دوباره به شریان مغزي میانی باز می
دستگاه لیزرداپلر تا  Flowافتد که و ریپرفیوژن اتفاق می
یابد. سپس محل جراحی بخیه زده می نزدیکی عدد مبنا افزایش

لازم به ذکر است که فقط  .شد و حیوان به قفس برگردانده شد
حیواناتی در این مطالعه وارد شدند که افت جریان خون بیش از 

 درصد داشتند و حیواناتی که دچار هموراژي شدند از مطالعه 50
  حذف شدند.

  
  روش تزریق هورمون به حیوان

ابتدا در اتانول   (Sigma, Germany)استروئیدها
حل شدند و سپس در روغن کنجد رقیق شدند تا غلظت نهایی 

دست بیاید. غلظت استفاده شده براي  به µl 500ها در حجم آن
بود. براي  mg/kg 10و پروژسترون   µg/kg  25استروژن

ه مونوفیلامنت و قبل از بخارج کردن از  بلافاصله بعدتزریق 
 در فاصلهبه صورت زیرپوستی  ها، استروئیدهوش آمدن حیوان

هاي صحرائی با استفاده ازسرنگ انسولین گوش موش 2بین 
  .تزریق شد

  
  روش ارزیابی اختلالات رفتاري

ساعت پس از ایسکمی و قبل از کشتن حیوانات، اختلالات  24
ارزیابی شد. در این تست فعالیت  )11(نورولوژیکی در حیوانات

یی ها، رفتار راه رفتن، تواناخودي، توانایی کشیدن دست به خود
  حس عمقی تنه و سر بررسی شد.  بالارفتن از سطوح شیبدار و

ا اي بها در وسط جعبهبا گذاشتن موش فعالیت خودبه خودي
متر و مشاهده فعالیت حیوان و سانتی 20و عمق  130×80ابعاد 

هاي لمس شده طی یک دقیقه ارزیابی شد: هش تعداد جدارشمار
اگر طی این زمان حیوان حرکت نکرده و هیچ جداري را لمس 

 گرفت، اگر شدیدا حیوان تحت تاثیر قرارکرد نمره صفر مینمی
ي خورد و قادر به بلند شدن براگرفته و در راه رفتن تلوتلو می

، اگر حیوان مختصر کرددریافت می 1ها نبود نمره هلمس جدار
تحت تاثیر قرار گرفته و به اطراف حرکت کرده اما جداري را 

کرد و در حرکت کردن مردد بود، با این حال سرانجام لمس نمی
گرفت و اگر به می 2شد نمره به سمت یکی از لبه بالایی بلند می

اطراف حرکت کرده و در جعبه دور زده و حداقل سه جدار را 
  کرد.دریافت می 3ه کرد نمرلمس می

له با بلند کردن حیوان به وسی هاتوانایی کشیدن دست
 هاي جلوییو مشاهده تناسب و تقارن کشیدن اندام دم از لبه میز

و  کردارزیابی شد: اگر اندام جلویی سمت راست حرکت نمی
م جلویی گرفت، اگر انداکاملا به سینه چسبیده بود نمره صفر می

 1شد نمره داد ولی کشیده نمیکت میسمت راست را کمی حر
کرد، اگر اندام جلویی سمت راست کمتر از چپ دریافت می
گرفت و اگر هر دو اندام جلویی راست می 2شد نمره کشیده می

  کرد.دریافت می 3و چپ کاملا کشیده شده و مثل هم بود نمره 
 با قرار دادن حیوان روي زمین و مشاهده نوع راه رفتار راه رفتن

رفتن ارزیابی شد: اگر حیوان هیچ حرکتی نداشت نمره صفر 
دریافت  1رفت نمره گرفت، اگر متمایل به راست راه میمی
گرفت و اگر می 2چرخید نمره کرد، اگر دور خود میمی

  کرد.دریافت می 3رفت نمره مستقیم راه می
وان با قرار دادن حی دارتوانایی بالارفتن از سطح شیب

دار با ارتفاع یک متر که فاصله بین دبان شیبروي یک نر
متر بود سانتی 30متر و عرض آن سانتی 5/1هاي آن حدود پله

 توانست از نردبان بالا برود و به جايارزیابی شد: اگر حیوان نمی
کرد، اگر دریافت می 1افتاد نمره صعود دور خود چرخیده یا می

مت به محکمی ستوانست سمت راست حیوان ضعیف بود و نمی
گرفت می 2رفت نمره ها چنگ زده و به زور بالا میچپ به نرده

زد هاي نردبان چنگ میو اگر راحت بالا رفته و محکم به نرده
  کرد.دریافت می 3نمره 
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با لمس کردن ناحیه تنه و مشاهده واکنش به حس عمقی تنه 
داد تحریک ارزیابی شد: اگر سمت راست به تحریک پاسخ نمی

گرفت، اگر سمت راست به تحریک ضعیف پاسخ می 1مره ن
کرد و اگر به تحریک هر دو طرف با دریافت می 2داد نمره می

 3داد نمره چرخش سر یا پرش و به طور مشابه پاسخ می
  گرفت.می

با لمس کردن سبیل حیوان ارزیابی حس عمقی سر 
دریافت  1داد نمره شد: اگر سمت راست به تحریک پاسخ نمی

نمره  دادکرد، اگر سمت راست به تحریک ضعیف پاسخ میمی
گرفت و اگر به تحریک هر دو طرف با چرخش سر یا می 2

  کرد.دریافت می 3داد نمره پرش و به طور مشابه پاسخ می
پارامتر ارزیابی رفتاري براي هر حیوان جمع  6نمرات  ،در پایان
   باشد.می 18 ترین آنو بیش 3ترین نمره تست رفتاري شد. کم

  
  ارزیابی حجم سکته مغزي

بعد از ارزیابی اختلالات نورولوژیکی، حیوانات 
 ها جدا شد و به سرعتتحت بیهوشی عمیق کشته شده، سر آن

 4گیري به مدت مغزها خارج شدند و براي سخت شدن و قوام
 هاي مخصوص وسپس با تیغ دقیقه در یخچال قرار داده شدند.

 2ت هایی به ضخامبرش گاه ماتریکس مغزيبا استفاده از دست
از قدام تا خلف مغز زده شد. جهت رنگ آمیزي،  مترمیلی
گراد در درجه سانتی 37دقیقه در دماي  15ها به مدت برش

-TTC )2,3,5درصد تري فنیل تترازولیوم کلراید  1محلول 

triphenyltetrazolium.سپس مقاطع به  ) قرار داده شدند
قدام به خلف داخل پتري دیش مرتب شده و  صورت سریال از

ها عکس گرفته شد. بعد از انتقال با دوربین دیجیتال از برش
 ImageJ  )versionتصاویر به کامپیوتر با استفاده از نرم افزار 

1.44p, USA ( مساحت نواحی سفید و قرمز به ترتیب به
عنوان نواحی آسیب دیده و نرمال اندازه گیري شدند. حجم 

 ها از طریق محاسبه حاصلاحی آسیب دیده و نرمال برشنو

متر میلی 2ها در ضخامت ضرب مساحت نواحی مذکور برش
  برش به دست آمد.

  Real-time PCRتعیین میزان بیان ژن به روش 
 70تا  50، حدود RNAکل  جهت استخراج 

هاي گرم از کورتکس در ناحیه حاشیه ایسکمی که در برشمیلی
مشخص شده بود را جدا کرده و در  TTCده با رنگ آمیزي ش

ml1  محلولRNX-Plus ) هموژن گردیدCinnaGen, 

Iran 15با کلروفرم مخلوط و به مدت  5به  1). سپس به نسبت 
 g12000 دقیقه،  cº 4 ،10ثانیه به ورتکس شد. محصول در 

برداشته شد، هم حجم  RNAسانتریفیوژ شدند. فاز آبی محتوي 
ول اضافه شد و با همدیگر مخلوط شدند. سپس به آن ایزوپروپان

 g12000 دقیقه،  4cº ،10دقیقه روي یخ انکوبه و در  15مدت 
در اتانول شستشو و در   RNAسانتریفیوژ شدند. رسوب حاوي

lµ20  آبRNASE-Free  حل گردید. غلظتRNA  با
روش اسپکتروفتومتري مورد سنجش قرار گرفت 

)Eppendorff, Germany( 8/1بین  280به  260بت و نس 
  cDNA سنتز .به عنوان تخلیص مطلوب تعریف گردید 2تا 

)complementary DNA(   با استفاده ازgµ1  ازRNA  و
 Reverseو آنزیم  Random Primerبا استفاده از 

transcriptase (Bioneer, Korea)  .انجام گرفت
 EAAT2هاي ژن mRNAگیري سطوح بیان اندازه

و با استفاده  Realtime PCRروش کمی  با EAAT3و
 Primix syber green    (BioRad, Germany)از

انجام شد و هر  lµ10انجام شد. مخلوط واکنش در حجم نهایی 
صورت پذیرفت. طراحی  duplicateواکنش به صورت 

به عنوان  HPRTو ژن  EAAT2 و EAAT3پرایمرهاي 
صورت گرفت   Primer3کنترل داخلی با استفاده از نرم افزار

و توسط شرکت سیناکلون سنتز شد. توالی پرایمرهاي مورد 
  آمده است:   1استفاده در جدول 
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  توالی پرایمرهاي مورد استفاده در مطالعه حاضر .1جدول 
Product size (bp) Primer sequence primer name 

    160 Cctggtccaagcctgttttc  
tgagtacaggcccacgattt  

EAAT3 rat Fwd  
EAAT3 rat Rev  

248  Ctgcccgttaaataccgctc  
gtcagtgagagcaggaggtt  

EAAT2 rat Fwd  
EAAT2 rat Rev  

108  Gctcgagatgtcatcaaggaga  
tcagcgctttaatgtaatccagc  

HPRT Rat Fwd  
HPRT Rat Rev  

  
 Relativeصورت ه د و مقادیر بیان بانجام ش (standard curve)هاي مورد نظر با روش منحنی استاندارد محاسبه میزان بیان ژن

Quantity از دستگاه ثبت شد.  
  

  
  آنالیز آماري

ها از هاي هدف بین گروهبراي مقایسه تفاوت بیان ژن
) استفاده شد. (ANOVAآزمون آنالیز واریانس یک طرفه 

 هنگامی که تفاوت معناداري وجود داشت، پس آزمون 

Tukey مورد استفاده قرار ها براي مقایسه دو به دوي گروه
–Kruskalگرفت. آنالیز آزمون رفتاري با استفاده از تست 

Wallis 05/0 انجام شد. اختلاف داده ها با≤p دار تلقی معنی
میانگین  خطاي معیار±ها به صورت میانگینداده .گردیدند

)Mean± SEM.بیان شده است (  
  

  هایافته
 ثبت جریان خون موضعی مغز و ارزیابی اختلالات

  رفتاري حاصل از ایسکمی مغزي
تغییرات مداوم جریان خون ناحیه ثبت شده در طی 

نمایش  A1 دوره آزمایش در گروه هاي مختلف در نمودار 
با استفاده از مونیتورینگ لیزر داپلر، فقط داده شده است. 

 rCBFحیواناتی که کاهش جریان خون موضعی مغز 
(Regional Cerebral Blood Flow) 50از  تربیش 

داشتند در این مطالعه  baselineدرصد در مقایسه با مقادیر 
نشان داده  A1طور که در شکل مورد استفاده قرار گرفتند. همان

شده است، به دنبال وقوع انسداد شریان مغزي میانی مقادیر 
درصد در  60به میزان تقریبا  هادر همه گروه rCBFمیانگین 

 60فت کرده است. ضمنا در طی ا baselineمقایسه با مقادیر 
دقیق دوره انسداد تغییر قابل ملاحظه در جریان خون کاهش یافته 

  .هاي مختلف مشاهده نشددر گروه
امتیازات حاصل از نمره دهی رفتاري  B1در نمودار 

تمام حیوانات، . هاي مورد مطالعه نشان داده شده استبراي گروه
ساعت بعد  24آزمون و از نظر اختلالات رفتاري قبل از شروع 
طور که در نمودار  هماناز جراحی، مورد ارزیابی قرار گرفتند. 

شود، هیچ گونه اختلال رفتاري در گروه کنترل مشاهده می
هاي نورولوژیکی شدیدي را بعد ها، نقصمشاهده نشد. اما موش

 نشان دادند و نمره رفتاري در گروه ایسکمی از ایسکمی
 هورمونها در گروه آنالیز دادهاصل از . نتایج حبود6/0±6/10

داري را در مقایسه با گروه ایسکمی نشان داد افزایش معنی
)6/0±9/13 ()05/0<p( نمودار)B1.(  
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  هاي مورد مطالعهو عملکرد نورولوژیکی بعد از القاي ایسکمی مغزي فوکال در گروه rCBF: مقدار 1شکل 
 (A) مغزيموضعی جریان خون گیري مقدار اندازه(rCBF)  با استفاده از لیزر داپلر در محدوده شریان مغزي میانیipsilateral  قبل و

  ساعت ایسکمی. 1در طول 
 (B) گروه کنترل مشاهده  هايهاي مختلف آنالیز شد. شواهد اختلال رفتاري در موشساعت بعد از ایسکمی در گروه 24بهبود رفتاري

طور  هبهورمون درمانی دست آمد. نقص نورولوژیکی شدید در گروه ایسکمی مشاهده شد و  ز قابل کسب بهنشد و بالاترین امتیا
 .)P* ≥ 05/0و ** P > 01/0 هاي نورولوژیکی را در مقایسه با گروه ایسکمی بهبود داد (گیري، نقصچشم

  
  

  هاي استروئیدي بر حجم اینفارکتتاثیر هورمون
از ایسکمی با استفاده ساعت بعد  24حجم اینفارکت 

در تصاویر تهیه شده از  اندازه گیري شد. TTCآمیزي از رنگ
در گروه کنترل،  TTC هاي عرضی رنگ آمیزي شده بابرش

هیچ گونه علامتی از ضایعه ناشی از ایسکمی مشاهده نشد. در 
 داي در گروه ایسکمی دیده شحالی که حجم اینفارکت گسترده

قایسه کمی حجم ضایعه مغزي ناشی ، م2. نمودار ). 2A(شکل
 میانگین حجمدهد. هاي مختلف نشان میاز ایسکمی را در گروه

( استروژن و پروژسترونبا ناحیه اینفارکت در گروه درمان شده 
3mm35 ±233,88(  حجم اینفارکت در گروه در مقایسه با

داري داشت کاهش معنی ) mm  60± 434,28 3(ایسکمی
)05/0 ≤ P(   
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  MCAO. تغییرات حجم ناحیه اینفارکت بعد از هورمون درمانی در مدل 2 کلش
(A) هاي مغزي رنگ شده با تصاویر نمونه از بافتTTC اي در حالی که حجم اینفارکت گسترده. اینفارکتی در گروه کنترل مشاهده نشد

  حجم اینفارکت را کاهش داد. در گروه ایسکمی دیده شد. هورمون درمانی
(B) 001/0(  و ایسکمی هورمونهاي گیري حجم ناحیه اینفارکت در گروههاي حاصل از اندازهلیز دادهآنا ≤ P*** ،01/0 ≤ P   **  و

05/0≤ P* .(در مقایسه با گروه ایسکمی 

  
  

 و EAAT3 هاي استروئیدي بر بیان ژنتاثیر هورمون
EAAT2 بعد از القاي ایسکمی فوکال با استفاده از

  real-time PCRتکنیک 
تاثیر تزریق دوز ترکیبی استروژن و پروژسترون 

هاي بلافاصله بعد از القا ایسکمی، بر روي بیان انتقال دهنده
با تکنیک  EAAT3)( 3و نوع   (EAAT2)2گلوتامات نوع 

RealtimePCR 3طور که در شکل  بررسی شد. همان 

یان دار بگر افزایش معنیها نشانمشخص شده است، آنالیز داده
در مقایسه با  1/2 ±4/8)(در گروه ایسکمی  EAAT3ژن 

که بیان ژن  ). درحالیP ≥ 05/0است ( 0/2 ±1)(گروه کنترل 
EAAT2 هورمون  داري نداشت.بعد ازایسکمی تغییر معنی

در مقایسه با  ها داري در بیان ژن این پروتئیندرمانی تغییر معنی
  ایسکمی ایجاد نکرد.  
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  MCAOبعد از هورمون درمانی در مدل EAAT2  وEAAT3 ن ژن تغییرات بیا .3شکل 
  EAAT2 وعدم تغییر قابل توجه بیان ژنEAAT3 دار بیان ژن افزایش معنی EAAT2 و EAAT3آنالیز نتایج حاصل از تغییر بیان ژن 

در مقایسه با  ها بیان ژن این پروتئین داري درهورمون درمانی تغییر معنینشان داد.  کنترل اي در گروه ایسکمی نسبت بهدر ناحیه حاشیه
  ایسکمی ایجاد نکرد.

  
  بحث 

نتایج به دست آمده از این مطالعه نشان داد که تزریق 
به صورت ترکیبی بعد از  هاي استروژن و پروژسترونهورمون

ایسکمی فوکال موقتی، علاوه بر این که میزان ضایعه ایسکمیک 
بود اختلالات حسی در ناحیه مغز را کاهش داده، سبب به

ها چنین در بررسیهاي درمان نیز شده است. همحرکتی در گروه
هاي استروژن و پروژسترون مشخص گردید که مصرف هورمون

وتامات هاي گلسبب تغییر قابل توجهی در بیان ژن انتقال دهنده
EAAT3 و  EAAT2 .نشده است  

هاي استروئیدي نظیر تاثیرات درمانی هورمون
هاي ناشی از سکته نشان داده ن و استروژن در آسیبپروژسترو

که اکثر تحقیقات روي استروژن به  حالی در شده شده است.
عنوان منبع اصلی حفاظت عصبی مشاهده شده در حیوانات ماده 

دهد که پروژسترون هم اند، شواهد زیادي نشان میتمرکز کرده
. در این )14(کندنقش مفیدي در مغز آسیب دیده بازي می

مطالعه دوز ترکیبی استروژن و پروژسترون انتخاب شده است، 

ترین اثر اند که فرمول ترکیبی، بیشزیرا مطالعات قبلی نشان داده
. نتایج به دست آمده از تحقیق حاضر نشان )11(حفاظتی را دارد

به صورت هاي استروژن و پروژسترون تجویز هورمونداد که 
روه گیري در گضایعه مغزي را به طور چشمتواند ترکیبی می

و  هورمون در مقایسه با گروه ایسکمی کاهش دهد. ساله
اند استروژن موجب کاهش حجم ناحیه همکاران نشان داده

و  وانگ .)15(چندین مدل ایسکمی می شوداینفارکت در 
تواند در همکاران نشان دادند پروژسترون به تنهایی هم می

. در )16(ضایعه در مغز موش صحرائی موثر باشدکاهش حجم 
این تحقیق علاوه بر ارزیابی حجم سکته مغزي، اختلالات 
نورولوژیکی بعد از سکته مغزي نیز در موش صحرایی مورد 
ارزیابی قرار گرفت. شایان ذکر است، ایجاد ایسکمی مغزي با 

حرکتی وسیع همراه است. در  -یک سري اختلالات حسی
 رکیبیت به صورتمطالعه حاضر درمان با استروژن و پروژسترون 

میزان اختلالات حسی حرکتی را نیز به میزان زیادي بهبود 
موجب  tMCAOاند که بخشید. دانگ و همکاران نشان داده
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دار نمره تست رفتاري شده و درمان با استروژن و کاهش معنی
پروژسترون به صورت ترکیبی باعث بهبود عملکرد رفتاري 

دارند که نقایص رفتاري . لی و همکارانش بیان می)11(شودمی
. اتیف )17(یابدهاي تحت درمان با استروژن بهبود میدر موش

  mg /kgو همکاران نشان دادند که تجویز پروژسترون در دوز
داري آسیب مغزي را کاهش داده و نقایص طور معنیه ب 8

و  استروژنتزریق . )18(بخشدنورولوژیکی را بهبود می
می به تنهایی یا به صورت ترکیبی قبل یا بعد از ایسک پروژسترون

دهد و نقایص فوکال موقتی، حجم اینفارکت را کاهش می
انی هاي حیورفتاري مرتبط با ایسکمی را در هر دو جنس در مدل

اي نشان داده شده است که تجویز . در مطالعه)11(دهدبهبود می
هاي استروئیدي به صورت ترکیبی حجم اینفارکت را هورمون

  .)19(دهدکاهش داده و نقایص نورولوژیکی را بهبود می
کار رفته در تخریب عصبی و مرگ  مولکول مهم به

شان نسلولی نورونی، نوروترانسمیتر تحریکی گلوتامات است. 
داده شده است که به دنبال آسیب مغزي و هایپوکسی در مغز، 
آزادسازي اضافی گلوتامات و تحریک بیش از اندازه 

ت افتد که در نتیجه سبب سمیهاي گلوتامات اتفاق میگیرنده
به دلیل عدم تخریب آنزیمی  .)20(شودکی نورونی میتحری

گلوتامات در فضاي خارج سلولی، خارج سازي گلوتامات آزاد 
هاي اسیدهاي آمینه تحریکی صورت شده به وسیله انتقال دهنده

ه هاي گلیال احاطهاي مذکور که در سلولگیرد. انتقال دهندهمی
ر نقش اصلی دها وجود دارند، کننده فضاي سیناپس و در نورون

تامات از فضاي خارج سلولی و شکاف سیناپسی و حذف گلو
غلظت گلوتامات خارج سلولی در مقادیري کمتر از حفظ 

مطالعات  .)21(کنندمقادیر ایجادکننده سمیت تحریکی بازي می
را بررسی کرده و  EAATsمتعدد اثرات ایسکمی روي 

ال اند. کاهش بیان انتقها را نشان دادهتغییرات الگوهاي بیان آن
هاي نورودژنراتیو مثل هاي گلوتامات به دنبال بیماريدهنده

هاي مغزي تروماتیک نشان داده شده آلزایمر، ایسکمی و آسیب
شود که به مرگ سلولی مشاهده شده تحت است و تصور می

. مطالعات )22(کندژیکال مختلف کمک میشرایط پاتولو

را بعد از ایسکمی مغزي  EAAT2زیادي تنظیم کاهشی بیان 
اند. یک کاهش قابل توجه در بیان در جوندگان نشان داده

mRNA EAAT2  در منطقهCA1  و  12، 6هیپوکامپ در
ساعت بعد از ایسکمی مغزي عمومی موقتی در موش  24

چنین در کورتکس . هم)23(صحرائی مشخص شده است
ipsilateral  کاهش قابل توجه در بیانEAAT2 mRNA 

در جوندگان نشان داده شده  MCAOساعت بعد از  72و  24
توان گفت در یک مطالعه انجام می EAAT3درباره  .است

 EAAT3شده روي هیپوکامپ موش، سطوح پروتئین و 

mRNA  ساعت بعد از  24درMCAO  تغییري پیدا
در  EAAT3علاوه بر این، اطلاعات درباره بیان . )24(نکرد

و همکاران کاهش قابل توجه در  کورتکس مبهم است. رائو
ساعت بعد  72و  24را در  mRNA  EAAT3سطح پروتئین و

حالی  . در)25(انددر موش صحرائی مشاهده کرده MCAOاز 
ساعت  24در  EAAT3که در مطالعه دیگري تغییري در بیان 

. )24(اندمشاهده نکرده در همان مدل ایسکمی در موش سوري
هاي مبنی برکاهش سطوح انتقال به طور متضاد با گزارش

هاي هاي گلوتامات، افزایش سطوح انتقال دهندهدهنده
مطالعات هاي حیوانی مشخص شده است. گلوتامات هم در مدل

 هاي تجربی افزایش درهاي سلولی و مدلبا استفاده از کشت

EAAT1 وEAAT2  بعد از ایسکمی حاد یا هیپوکسی-

اي که به وسیله تائو و در مطالعه. )26(اندا نشان دادهایسکمی ر
تفاده از تکنیک ایمونوهیستوشیمی همکاران انجام شد با اس

در مناطق ایسکمیک در   EAAT1ایمونواستینینگافزایش در 
ساعت بعد از انسداد شریان کاروتید مشترك یک  72و  48، 24

دهد طرفه در نوزادان موش صحرائی مشاهده شد که نشان می
هاي گلوتامات در یک پاسخ جبرانی به آسیب انتقال دهنده

اي مشخص چنین در مطالعه. هم)27(یابندممکن است افزایش 
هاي هرمی هیپوکامپ موش در نورون EAAT3شد که بیان 

. )28(یابداد صرع افزایش میصحرائی در طول یک دوره ح
ایسکمی موقتی مغز جلویی افزایش در مطالعات نشان دادند که 

  CA1هاي هرمی منطقهرا در نورون EAAT3سطح 
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هاي گلوتامات کند اما سطح انتقال دهندهالقا میهیپوکامپ 
EAAT1 و EAAT2  یا کاهش  )29(بدون تغییر باقی مانده

امات در هاي گلوتافزایش بیان انتقال دهنده .)23(یابدمی
ها و میکروگلیا / ماکروفاژها ممکن است یک پاسخ آستروسیت

حفاظتی به سطح بالاي گلوتامات خارج سلولی بعد از حمله 
زایشی اند که تنظیم افایسکمیک باشد. مطالعات قبلی نشان داده

در این تحقیق، . )30(با حفاظت عصبی ارتباط دارد EAATبیان 
افزایش  MCAOساعت بعد از  mRNA  EAAT3 24 بیان

داري نداشت. تغییر معنی  EAAT2که بیان ژن  حالی در یافت
این افزایش ممکن است یک مکانیسم خود جبرانی موثر در 
ترمیم عصبی یا محدود کننده مرگ سلولی پس از ایسکمی را 

امات گلوتتواند به دلیل افزایش غلظت منعکس کند که می
ا چنین مشابه با مطالعه مخارج سلولی در طول ایسکمی باشد. هم

در   EAAT2و همکاران نشان دادند که سطح پروتئین رائو
کورتکس به دنبال ایسکمی عمومی موقتی تغییر پیدا 

بین مطالعات  EAATsدر بیان  اختلاف آشکار. )31(کندنمی
مختلف و مطالعه ما ممکن است به دلیل شرایط مختلف آزمایش 

هاي مورد استفاده یا مناطق مختلف آنالیز شده (به و تکنیک
  عنوان مثال، ماده خاکستري در مقابل سفید) باشد.

تجویز استروژن و پروژسترون بلافاصله  مطالعهدر این 
 دار در بیان ژن انتقالیسکمی موجب تغییر معنیبعد از القا ا

در ناحیه حاشیه  EAAT2 و EAAT3هاي گلوتامات دهنده
ایسکمی نشد. در یک مطالعه مشابه نیز تغییر قابل توجهی در 

در پاسخ به درمان EAAT1 و  EAAT2هاي سطوح پروتئین
. با این حال مطالعه پاولاك )13(با استرادیول مشاهده نشده است

و همکاران نشان دادند که استروژن بیان و عملکرد دو انتقال 
را در  EAAT1و  EAAT2دهنده گلوتامات 

دهد و از این طریق هاي مغز میانی افزایش میآستروسیت
تواند یک مکانیسم کلیدي حفاظت عصبی به وسیله کاهش می

چنین در یک هم .)32(دسطح گلوتامات خارج سلولی فراهم کن
 باز estradiol- β17 مطالعه دیگر نشان داده شده است که 

ها افزایش را در آستروسیت EAAT2جذب گلوتامات و بیان 

تواند در دوز استروژن و زمان تزریق هورمون می .)12(دهدمی
  این رابطه اهمیت داشته باشد. 

  
  نتیجه گیري

دوز ترکیبی در مجموع پژوهش حاضر نشان داد که 
استروژن و پروژسترون به طور معنی دار توانست حجم ضایعه را 

چنین هورمون درمانی توانست اختلالات کاهش دهد، هم
ي ایسکمی شده بهبود دهد، عصبی حرکتی را در موش ها

اگرچه این بهبودي مستقل از مسیر سیگنالی انتقال دهنده هاي 
  گلوتامات بود. 
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