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Introduction: Excessive activation of NMDA receptors in ischemic injury as well as reduction 

of GABAergic system leads to discrepancies of ionic homeostasis and neuronal death. The aim 

of the present study was to evaluate the effect of different concentrations of stiripentol (0.01, 

0.1, 1, 5, 10, 30 µM) as a GABAA receptor agonist on primary cortical culture of mice on 4 h 

oxygen-glucose deprivation (OGD). Materials and Methods: After 24h of incubation of 

neuronal cells with stiripentol, the cells were transferred to glucose-free DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium) and were exposed to 4h hypoxia in a small anaerobic chamber and 

incubated in standard condition for 24h. Cell viability was evaluated by MTT assay. Results: 

The results showed that different concentrations of stiripentol could increase the cell viability 

after 4h OGD Recovery (OGD/R). However, the protective effect of stiripentol was lower than 

the control group (the cells did not expose to OGD/R). Conclusion: Our results indicated 

that stiripentol could be a potential drug for treatment of brain ischemic condition. However, 

additional studies are needed to evaluate the mechanims of strripentol effect.
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 اثــرات محافظــت نورونــی اســتیریپنتول در برابــر محرومیــت از اکســیژن -گلوکــز در کشــت اولیــۀ
ــوری ــوش س ــن م ــری جنی ــای قش نورون‌ه

*  نويسنده مسئول: گلاره وهاب زاده

Gelareh.Vahabzadeh@gmail.com :آدرس الكترونيكي 

ه چــــــــكيد

كليد واژه‌ها:
1. گامــا آمینــو بوتریــک 

اســید 
2. ایسکمی

3. موش

مقدمه: فعالیت بیش از حد گیرنده‌های NMDA در آسیب ایسکمی و همچنین کاهش سیستم گابا منجر 
به اختلاف هموستاز یونی و مرگ نورونی می‌شود. هدف از مطالعۀ حاضر بررسی تأثیر غلظت‌های مختلف 
استیریپنتول )30 ،10 ،5 ،1 ،0/1 ،0/01 میکرومولار( به‌عنوان یک آگونیست گیرندۀ گابا A بر کشت اولیۀ 
از 24 ساعت  از اکسیژن –گلوکز بود. مواد و روش‌ها: بعد  قشر موش سوری در 4 ساعت محرومیت 
از انکوباسیون سلول‌های نورونی با استیریپنتول، سلول‌ها به DMEM فاقد گلوکز منتقل شدند و برای 4 
ساعت در یک جار بی هوازی کوچک بدون اکسیژن قرار گرفتند و به‌مدت 24 ساعت در شرایط استاندارد 
انکوبه شدند. زنده ماندن سلول با روش MTT ارزیابی شد. یافته‌ها: نتایج نشان داد که غلظت‌های مختلف 
استیریپنتول پس از 4 ساعت بهبود محرومیت از اکسیژن –گلوکز می‌تواند زنده ماندن سلول را افزایش 
دهد. با این حال اثر حفاظتی استیریپنتول کمتر از گروه کنترل )سلول‌ها در معرض بهبود محرومیت از 
اکسیژن –گلوکز قرار نداشتند( بود. نتیجه‌گیری: نتایج ما نشان داد که استیریپنتول می‌تواند یک داروی 
بالقوه برای درمان شرایط ایسکمی مغز باشد. با این حال مطالعات بیشتری برای ارزیابی مکانیسم‌های اثر 

استیریپنتول مورد نیاز است. 

نورالهدی فتوت اسکندری1، گلاره وهاب زاده3 ،1*، فرشته گلاب1، فریبا کریم زاده2، پروانه رحیمی مقدم3، سمیه نصیری 
پور4، ربابه شعبانی1
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ــه طــوری  اثــرات ضــد صرعــی خوبــی از خــود نشــان دهــد ب
کــه در تشــنج ناشــی از پنتیلــن تتــرازول و تــا حــدی تشــنج 
ــی‌داری  ــی معن ــرات حفاظت ــی اث ــک الکتریک ــی از تحری ناش

ــت )9 ،8(. ــته اس داش
در طــول ایســکمی فقــدان اکســیژن و گلوکــز دو رکــن اصلــی 
در آســیب ســلولی ایجــاد شــده می‌باشــد. بنابرایــن ایســکمی 
in- می‌توانــد به‌عنــوان یــک مــدل آزمایشــی در محیــط

vitro بــا کاهــش اکســیژن و گلوکــز در محیــط ســلولی و بــه 
دنبــال آن بازگردانــدن ســلول بــه حالــت طبیعــی ایجــاد شــود 
ــت  ــا محرومی ــدل )OGD/R(3 و ی ــن م ــه ای ــاً ب ــه اصطلاح ک
ــه  ــا توج ــن ب ــد )10(. بنابرای ــز می‌گوین ــیژن و گلوک از اکس
بــه اینکــه اســتیریپنتول در حــال حاضــر به‌عنــوان یــک 
داروی کمکــی در درمــان بیمــاری صــرع مــورد اســتفاده قــرار 
ــدۀ  ــق گیرن ــر آن از طری ــم اث ــی مکانیس ــرد و از طرف می‌گی
ــق  ــن تحقی ــا در ای ــدف م ــن ه ــد، بنابرای ــای A می‌باش گاب
ــدۀ  ــاد ش ــکمی ایج ــتیریپنتول روی ایس ــرات اس ــی اث بررس
حاصــل از محرومیــت اکســیژن و گلوکــز در کشــت اولیــۀ مغــز 

ــد. ــوری می‌باش ــوش س ــن م جنی
مواد و روش‌ها

تهیۀ کشت اولیۀ نورونی از قشر مغز جنین موش سوری
ــوری 15-18  ــوش س ــن م ــز جنی ــر مغ ــن روش از قش در ای
ــای  ــی روزه ــاردار در ط ــوری ب ــوش س ــد. م ــتفاده ش روزه اس
18-15 از بــارداری، توســط کلروفــرم بیهــوش و نخاعــی 
ــت  ــط کش ــدا و در محی ــادر ج ــم م ــا از رح ــد و جنین‌ه ش
اســتریل قــرار داده شــد. در زیــر هــود آزمایشــگاهی، جنین‌هــا 
ــرم  ــدون س ــت ب ــط کش ــاوی محی ــش ح ــری دی ــک پت ــه ی ب
منتقــل شــدند و ســر آن‌هــا از بــدن جــدا شــد. بــا ثابــت نگــه 
ــر  ــرجری و زی ــس میکروس ــط پن ــا توس ــر جنین‌ه ــتن س داش
ــردۀ روی مغــز جنیــن یکــی  ــوپ، لایه‌هــای پ میکروســکوپ ل
ــک  ــل ی ــه داخ ــدا و ب ــا ج ــز آن‌ه ــر مغ ــته و قش ــی برداش یک
پتــری دیــش حــاوی محیــط کشــت همــراه بــا ســرم انتقــال 
داده شــد. بعــد از جــدا کــردن قشــر مغــز جنین‌هــا بــه کمــک 
یــک پنــس اســتریل، آن‌هــا را بــه آرامــی از هــم جــدا کــرده و 
ســپس بــا پیپــت پاســتور بــه خوبــی پیپتــاژ کردیــم تــا یــک 
سوسپانســیون ســلولی بــه دســت آمــد. ایــن سوسپانســیون بــه 
ــد و  ــانتریفوژ ش ــرعت rpm1200 س ــا س ــه ب ــدت 10 دقیق م
ــمارش  ــده ش ــاح ش ــار اص ــیتومتر نئوب ــتفاده از هموس ــا اس ب
ــلولی محاســبه  ــۀ س ــداد ســلول‌های نمون ســلولی انجــام و تع

ــد )10-12(. گردی
 10×10 ســلول 

سوسپانســیونی کــه در هــر میلی‌لیتــر آن 4
تهیــه شــد. ایــن سوسپانســیون ســلولی تهیــه شــده بــا 
ــای  ــه درون چاهک‌ه ــر ب ــمپلر 1000 میکرولیت ــتفاده از س اس
پلیــت 12 خانــه‌ای پوشــانده شــده بــا پلــی الایزیــن )به‌عنــوان 
بســتر نورونــی( اضافــه شــد. یــک خانــه از چاهــک 12 

مقدمه
ــرژی  ــن ان ــت تأمی ــل ضــروری جه ــز دو عام اکســیژن و گلوک
�ـر  �ـش در ه �ـن کاه �ـند و بنابرای �ـز می‌باش �ـاز در مغ �ـورد نی م
ــردی  ــه ایجــاد آســیب‌های عملک ــواد منجــر ب ــن م ــک از ای ی
ــه هیپوکســی، هیپوگلایســمی و  ــز از جمل ــاختاری در مغ و س
ــز  ــیژن و گلوک ــود اکس ــن کمب ــود )2 ،1(. ای ــکمی می‌ش ایس
ــدد  ــذب مج ــاز ج ــری از ب ــث جلوگی ــکمی باع ــل از ایس حاص
و افزایــش رهاســازی گلوتامــات از ســلول گشــته کــه نتیجــۀ 
ــارج  ــات در فضــای خ ــیعی از گلوتام ــع وس ــد، تجم ــن پیام ای
ســلولی اســت. افزایــش گلوتامــات در فضــای خــارج ســلولی، 
ــات  ــای گلوتام ــد گیرنده‌ه ــش از ح ــدن بی ــال ش ــث فع باع
ماننــد 1NMDA شــده کــه بــه دپلاریزاســیون ســلول و در پــی 
آن ورود یــون کلســیم بــه ســلول و در نهایــت بــه مرگ ســلولی 
منجــر می‌شــوند )4 ،3(. از طرفــی در دیگــر آزمایشــات نشــان 
داده ش�ـده اس�ـت کهــ مهــار انتقــال سیناپســی ناقــل عصبــی2 
گابــا نیــز هــم در قســمت نورون‌هــای پیــش سیناپســی و هــم 
ــت  ــش فعالی ــب افزای ــی، موج ــس سیناپس ــای پ در نورون‌ه

ــود )5(. ــزی می‌ش ــکمی مغ ــول ایس ــی در ط تحریک
بــر طبــق آزمایشــات انجــام شــده مشــخص شــده اســت کــه 
در حالــت عــادی، هماهنگــی دقیقــی بیــن ســیگنال‌های 
ــک در  ــای آیونوتروپی ــل از گیرنده‌ه ــاری حاص ــی و مه تحریک
ــر در  ــاط مؤث ــک ارتب ــاد ی ــث ایج ــه باع ــود دارد ک ــز وج مغ
ــوان  ــا می‌ت ــن گیرنده‌ه ــن ای ــود. از بی ــا می‌ش ــن نورون‌ه بی
گیرنده‌هــای گلوتامــات و گابــای A را نــام بــرد کــه بــه ترتیــب 
ــوند  ــاری می‌ش ــی و مه ــی تحریک ــل عصب ــال ناق ــث انتق باع
ــث  ــد باع ــیگنال‌ها می‌توان ــن س ــن ای ــادل بی ــن تع )6(. بنابرای
ــا  ــردد. ب ــیناپس‌ها گ ــن س ــرد بی ــی در عملک ــاط صحیح ارتب
ایــن وجــود، تحــت شــرایط ایســکمی و یــا دیگــر بیماری‌هــای 
ــورده و  ــم خ ــه ه ــادل ب ــن تع ــی ای ــی و روان ــف عصب مختل
ــه در  ــر چ ــود. اگ ــی می‌ش ــلول‌های عصب ــرگ س ــه م ــر ب منج
طــی ایــن تغییــرات نقــش گیرنده‌هــای گلوتامــات بــه خوبــی 
ــا  ــای گاب ــش گیرنده‌ه ــوز نق ــا هن ــت ام ــده اس ــخص ش مش

ــده اســت )6 ،5(. ــان نگردی ــاً بی کام
در حــال حاضــر طیــف گســترده‌ای از داروهــای ضــد صــرع در 
ــاوت  ــم‌های متف ــا مکانیس ــا ب ــن داروه ــد. ای ــترس می‌باش دس
و اثــر بخشــی بالینــی ویــژۀ خــود در انــواع مختلــف صــرع بــه 
ــنج  ــد تش ــای ض ــه داروه ــتیریپنتول از جمل ــد. اس کار می‌رون
ــورد اســتفاده  ــاری صــرع م ــان بیم ــه جهــت درم می‌باشــد ک
قــرار می‌گیــرد و باعــث افزایــش انتقــال گابــا می‌شــود. 
ــی  ــای بالین ــت غلظت‌ه ــده اس ــخص ش ــه مش ــوری ک ــه ط ب
ــد موجــب  اســتیریپنتول در سیســتم عصبــی مرکــزی می‌توان
ــل  ــه داخ ــر ب ــون کل ــش ورود ی ــا و افزای ــال گاب ــش انتق افزای
ــاز  ــان ب ــول زم ــش ط ــث افزای ــی باع ــته و از طرف ــلول گش س
ــود )7(.  ــای A ش ــدۀ گاب ــر در گیرن ــال کل ــتن کان ــه داش نگ
ــی توانســته اســت  اســتیریپنتول در مدل‌هــای مختلــف حیوان

1 N-methyl-D-aspartate
2 Neurotransmitter
3 Oxygen glucose deprivation/ recovery
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مقــاله پـــــژوهشي

ــاوی  ــط ح ــوان Blank( و فق ــلول )به‌عن ــدون س ــه‌ای را ب خان
ــده را  ــه ش ــای تهی ــد. پلیت‌ه ــته ش ــه داش ــت نگ ــط کش محی
ــراد، 5% دی  ــانتی گ ــۀ س ــای 37 درج ــاوی دم ــور ح در انکوبات
اکســید کربــن و 95% اکســیژن قــرار گرفــت و پــس از یک هفته 
محیــط ســلولی تعویــض شــد. در طــول هفتــۀ دوم نیــز محیــط 
ــه  ــه لازم ب ــد. البت ــض گردی ــار تعوی ــه ب ــا س ــت نورون‌ه کش
ذکــر اســت کــه 48 ســاعت بعــد از کشــت ســلولی، جهــت مهــار 
ــد4 )20  ــیتوزین آرابینوفورانوزی ــی، از س ــر نورون ــلول‌های غی س
ــداری شــده از شــرکت ســیگما  ــر( خری ــر میلی‌لیت میلی‌گــرم ب
ــرار  ــه مــدت 3 روز در معــرض ســلول‌ها ق ــد و ب اســتفاده گردی
داده شــدند. حــدوداً 14 روز بعــد از روز کشــت اولیــه، نورون‌هــا 

ــوند. ــش می‌ش ــرای آزمای ــتفاده ب ــل اس قاب
ــی  ــت بررس ــلولی، جه ــت س ــتن 14 روز از کش ــد از گذش بع
ــت از  ــدون محرومی ــادی )ب ــرایط ع ــتیریپنتول در ش ــرات اس اث
اکســیژن و گلوکــز( بــر روی قشــر مغــز جنیــن مــوش ســوری، 
 µM( ــف اســتیریپنتول ــای مختل ــا در معــرض غلظت‌ه نورون‌ه
ــدون  ــای ب ــا نورون‌ه ــه ب 30 ،10 ،5 ،1 ،0/1 ،0/01( در مقایس
ــد.  ــرار گرفته‌ان ــرون( ق ــرل بی ــروه کنت ــتیریپنتول )گ داروی اس
بنابرایــن در ایــن آزمایــش از 6 غلظــت دارویــی اســتیریپنتول و 
یــک گــروه کنتــرل اســتفاده گردیــد. بعد از گذشــت 48 ســاعت 
ــدن  ــده مان ــزان زن ــا، می ــا نورون‌ه ــاختن دارو ب ــاور س از مج

ــده شــد. ــدر خوان ــزا ری ســلول‌ها توســط دســتگاه الای
ابتـ�دا  اسـ�تیریپنتول،  تهیـ�ۀ غلظت‌هـ�ای مختلـ�ف  جهـ�ت 
اســتوک مــورد نظــر ســاخته می‌شــود. جهــت تهیــۀ اســتوک 
اولیــه 0/00117 گــرم از پــودر اســتریپنتول را در 5 سی‌ســی 
ــده  ــت آم ــه دس ــتوک ب ــپس از اس ــرده س ــل ک DMSO ح
غلظت‌هــای مــورد نظــر ســاخته می‌شــود. لازم بــه ذکــر 
می‌باشــد کــه هــر کــدام از آزمایشــات انجــام شــده در 
غلظت‌هــای مختلــف داروی اســتیریپنتول حداقــل 4 بــار 

ــت. ــده اس ــرار ش تک
in vitro ایجاد مدل ایسکمی در محیط

در ســال Goldberg 1993 و Choi نشــان دادنــد کــه بــا 
ــوش در  ــن م ــز جنی ــر مغ ــت قش ــلول‌های کش ــرار دادن س ق
برابــر OGD، مــرگ ســلولی ایجــاد شــده خصوصیاتــی مشــابه 
ــزی دارد )11(.  ــکمی مغ ــه ایس ــته ب ــی وابس ــرگ نورون ــا م ب
ــد  ــدل مناســب می‌توان ــک م ــوان ی ــدل به‌عن ــن م ــن ای بنابرای
بــرای کشــف مکانیســم‌های ســلولی ایجــاد شــده بــا ایســکمی 
ــام OGD/R از روش  ــرای انج ــرد. ب ــرار بگی ــتفاده ق ــورد اس م

ــد )13(. ــتفاده ش ــوا اس فرانتیس
بـه� ای��ن ص��ورت ک��ه بعــد از 14 روز از گذشــتن کشــت 
ــر روی  ــرات داروی اســتیریپنتول ب ســلولی، جهــت بررســی اث
قشــر مغــز جنیــن مــوش ســوری در طــی شــرایط محرومیــت 
از اکســیژن و گلوکــز، نورون‌هــا بــه مــدت 24 ســاعت در 
 0/1، 1، 5 µM) ــتیریپنتول ــف اس ــای مختل ــرض غلظت‌ه مع
ــط  ــاعت، محی ــت 24 س ــد از گذش ــد. بع ــرار گرفتن ،0/01( ق
ــت  ــط کش ــرده و محی ــوض ک ــر را ع ــورد نظ ــت م ــی کش قبل

DMEM فاق��د گلوکـ�ز را بــه همــراه غلظت‌هــای مختلــف 
ــا  ــاورت نورون‌ه ــتیریپنتول (µM 5 ،1 ،0/1 ،0/01( در مج اس
ــرار داده و بعــد از آن ســلول‌ها در مجــاورت 4 ســاعت جــار  ق
ــت ایجــاد  ــد. جه ــرار می‌گیرن ــدون اکســیژن ق ــوازی ب ــی ه ب
محیطــ ب��ی ه��وازی از یــک مخــزن کــه توســط یــک لولــه بــه 
 Co2 %5 و N2 %95 ــای ــوط گازه ــاوی مخل ــول ح ــک کپس ی
ــل  ــزن را در داخ ــن مخ ــود. ای ــتفاده می‌ش ــت اس ــل اس متص
ــت  ــپس پلی ــرار داده س ــانتی‌گراد ق ــۀ س ــام آب 37 درج حم
ــل  ــور کام ــه ‌ط ــته و درب آن ب ــر را درون آن گذاش ــورد نظ م
ــل  ــور کام ــه ‌ط ــزن را ب ــیژن درون مخ ــود، اکس ــته می‌ش بس
گرفتــه و لولــۀ متصــل بــه کپســول حــاوی گازهــا را بــه یکــی 
از دو ســر درب مخــزن اتصــال داده و شــیر آن بــاز نگــه داشــته 
می‌شــود. بعــد از یــک دقیقــه شــیر اول درب مخــزن را بســته و 
شــیر دوم را بــاز کــرده تــا گازهــای اضافــی از آن خــارج شــوند. 
بعــد از یــک دقیقــه شــیر دوم نیــز بســته می‌شــود و بــا توجــه 
ــت  ــورد نظــر، مخــزن حــاوی پلی ــی OGD م ــۀ زمان ــه برنام ب
ــرار می‌دهیــم. پلیت‌هــا در  ــت ســکون ق مــورد نظــر را در حال
برنامــۀ زمانــی 4 ســاعته تحــت تأثیــر شــرایط بــدون اکســیژن 
و گلوک��ز قـ�رار داده می‌شــوند و پــس از گذشــت زمــان 
ــادی  ــت ع ــه حال ــلول‌ها را ب ــت س ــط کش ــاره محی لازم دوب
)محیــط کشــت حــاوی گلوکــز عــادی( برگردانــده و بــه مــدت 
ــاء  ــزان بق ــپس می ــم. س ــرار دادی ــور ق ــاعت در انکوبات 24 س
ــت  ــد. جه ــده ش ــدر خوان ــزا ری ــتگاه الای ــط دس ــلولی توس س
بررســی میــزان زنــده مانــدن ســلول‌ها در ایــن شــرایط عــاوه 
 0/1، 1، 5 µM) ــتیریپنتول ــی اس ــت داروی ــروه غلظ ــر 4 گ ب
ــی از  ــود. یک ــتفاده می‌ش ــز اس ــرل نی ــروه کنت ،0/01( از دو گ
ــدون دارو  ــی ب ــلول‌های نورون ــامل س ــرل ش ــای کنت گروه‌ه
ــرل  ــز )کنت ــیژن و گلوک ــت از اکس ــرایط محرومی ــدون ش و ب
ــلول‌های  ــامل س ــرل دوم ش ــروه کنت ــند و گ ــرون( می‌باش بی
ــرایط اکســیژن  ــت از ش ــرض محرومی ــی در مع ــدون دارو ول ب
ــی  ــه یک ــی ک ــند. از آنجای ــرل درون( می‌باش ــز )کنت و گلوک
ــدۀ  ــلولی، گیرن ــکمی س ــاد ایس ــم در ایج ــای مه از گیرنده‌ه
NMDA می‌باشــد لــذا در ایــن آزمایــش از آنتاگونیســت 
ــه  ــت مقایســه نســبت ب ــام MK-801 جه ــه ن ــده ب ــن گیرن ای

ــد. ــتفاده گردی ــتیریپنتول اس اس
آزمون  از  استفاده  با  سلول‌ها  بودن  زنده  میزان  بررسی 

MTT

ــال 1983  ــط Mosmann در س ــار توس ــن ب ــون اولی ــن آزم ای
ــوان  ــط MTT به‌عن ــه توس ــد ک ــان داده ش ــد و نش ــرح ش مط
یــک روش آزمایشــگاهی مناســب کــه مکانیســم آن بــر اســاس 
ــلولی را  ــات س ــزان حی ــوان می ــگ ســنجی آن اســت، می‌ت رن

ــرد )14(. مشــخص ک
ــز،  ــت از اکســیژن و گلوک ــرایط محرومی ــد از ش ــاعت بع 24 س
محیــط کشــت ســلول‌ها را دور ریختــه و روی هــر چاهــک 500 
میکرولیتــر محیــط کشــت جدیــد اضافه کــرده و پــس از آن 50 
ــول MTT )5 میلی‌گــرم در میلی‌لیتــر( روی  ــر از محل میکرولیت
آن ریختــه و ســه ســاعت در انکوباتــور قــرار داده شــد. بعــد از 

4 Cytosine 1-β-D-arabinoforanoside
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 4/24(  ،0/1)%119/2±  3/16(  ،0/01)%116/6±   3/31(
بــه ‌طــور  ±116/01%(5 توانســته‌اند   2/45(  ،1)%121/97±
معنــی‌داری باعــث افزایــش اثــرات حفاظتــی نســبت بــه 

.)*P<0/001( کنتــرل بیــرون شــوند

ــرات غلظت‌هــای مختلــف اســتیریپنتول در کشــت اولیــۀ قشــر مغــز جنیــن  نمــودار 2- اث
ــرون  ــرل بی ــروه کنت ــده در مقایس��ه ب��ا گ ـ آم ــوری. P) ***P<0/001 بـه� دستـ ــوش س م
اس��ت( کنتــرل بیــرون نشــان دهنــدۀ نورون‌هــای بــدون اضافــه کــردن دارو و بــدون شــرایط 

ــد. ــز می‌باش ــیژن و گلوک ــت از اکس محرومی

مغز  قشر  نورون‌های  کشت  بودن  زنده  میزان  بررسی 
حالت  در  استیریپنتول  داروی  با  سوری  موش  جنین 

شرایط محرومیت از اکسیژن و گلوکز
M) ــتیریپنتول ــف اس ــای مختل ــلولی غلظت‌ه ــاء س ــزان بق می

ــوری  ــوش س ــن م ــز جنی ــر مغ µ 5 ،1 ،0/1 ،0/01( روی قش
ــز  ــیژن و گلوک ــت از اکس ــرایط محرومی ــاعت ش ــی 4 س در ط
ــا  ــودار 3(. ب ــد )نم ــده ش ــدر خوان ــزا ری ــتگاه الای ــط دس توس
توجــه بــه نتایــج بــه دســت آمــده مشــخص شــد کــه اثــرات 
حفاظتــی غلظت‌هــای مختلــف داروی اســتیریپنتول )بــر 
حســب ماکرومــول( )2/41 %49/48±( 0/01، )3/1 ± %55/3( 
0/1، )5/05 ±65/7%( 1، )4/2 ±62/8%( 5 و شــرایط 4 ســاعت 
ــرل درون )1/85  ــروه کنت ــز گ ــت از اکســیژن و گلوک محرومی
ــرل  ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــی‌داری نس ــور معن ــه ط ±% 33/9( ب

ــودار 3(. ــم شــده اســت )نم ــرون )100%( ک بی

ایــن مــدت، کل محیــط کشــت خــارج و بــه هــر چاهــک 500 
میکرولیتــر DMSO اضافــه شــد. پــس از 10 دقیقــه تــکان دادن 
پلیت‌هــا بــا شــیکر، جــذب نــوری فورمــازان در 570 نانومتــر بــا 

اســتفاده از الایــزا ریــدر خوانــده شــد.
تجزیه و تحلیل داده‌ها

ــی از  ــن گروه ــۀ بی ــا و مقایس ــاری داده‌ه ــز آم ــت آنالی جه
واریانــس یکطرفــۀ ANOVA و آزمــون TUKEY و بــه وســیلۀ 
نرم‌افــزار SigmaPlot ویرایــش 12 انجــام گرفــت و نتایــج 
 P<0/05 .ــد ــزارش ش ــورت )Mean ± SEM( گ ــه ص ــه ب حاصل

ــد. ــی گردی ــی‌دار تلق معن
یافته‌ها

بررسی اثر محرومیت از اکسیژن و گلوکز روی کشت اولیۀ 
قشر مغز جنین موش سوری

نمــودار 1 نشــان دهنــدۀ میــزان زنــده مانــدن نورون‌هــای قشــر 
مغــز جنیــن مــوش ســوری در شــرایط محرومیــت از اکســیژن 
ــت  ــدون محرومی ــادی )ب ــت ع ــا حال ــۀ آن ب ــز و مقایس و گلوک
ــه  ــه ب ــا توج ــودار 1(. ب ــد )نم ــز( می‌باش ــیژن و گلوک از اکس
نمــودار مشــخص شــد کــه میــزان بقــاء ســلولی در شــرایط 4 
ــه‌  ــز )1/85 ±33/9%( ب ــیژن و گلوک ــت از اکس ــاعت محرومی س
ــدون  ــروه ســلول‌های ب ــر از گ ــی‌داری بســیار کمت صــورت معن

ــد. ــز می‌باش ــیژن و گلوک ــت از اکس محرومی

نمــودار 1- بررســی میــزان زنــده مانــدن نورون‌هــا در دو گــروه ســلول‌های بــدون 
محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز و گــروه ســلول‌های مواجــه شــده بــا چهــار ســاعت 
محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز. P) ***P<0/001 ب�ـه دس�ـت آم��ده در مقایس��ه ب��ا گــروه 

س��لول‌های ب��دون محرومیـت� از اکس��یژن و گلوک��ز اســت(.

بررسی میزان زنده بودن کشت نورون‌های قشر مغز جنین 
موش سوری با داروی استیریپنتول

ــای  ــلول‌ها در غلظت‌ه ــدن س ــده مان ــزان زن ــودار 2، می در نم
مختلــف اســتیریپنتول )Mµ 30 ،10 ،5 ،1 ،0/1 ،0/01( در 
شــرایط عــادی )بــدون محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز( 
ــرون نشــان داده شــده اســت و  ــرل بی ــروه کنت ــه گ نســبت ب
اســتیریپنتول  داروی  می‌شــود  مشــاهده  کــه  همان‌گونــه 
دارای اثــرات مــرگ ســلولی در حالــت عــادی )شــرایط بــدون 
محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز( نمی‌باشــد. )نمــودار 2(. 
ــول(  ــب ماکروم ــر حس ــتیریپتول )ب ــی اس ــای داروی غلظت‌ه

ــر 4 ســاعت ایســکمی  ــرات غلظت‌هــای مختلــف داروی اســتیریپنتول در براب ــودار 3- اث نم
در کشــت اولیــۀ قشــر مغــز جنیــن مــوش ســوری.

 ###P<0/001 )بــه دس�ـت آمـد�ه در مقایس��ه ب�ـا گرــوه کنتــرل بیــرون اســت P) ***P<0/001
)P ب��ه دســت آمدــه در مقایس��ه ب�ـا گرــوه کنت��رل درون اس�ـت( کنتــرل بیــرون نشــان دهنــدۀ 
ــز  ــیژن و گلوک ــت از اکس ــرایط محرومی ــدون ش ــردن دارو و ب ــه ک ــدون اضاف ــای ب نورون‌ه
می‌باشــد. کنتــرل درون نشــان دهنــدۀ نورون‌هــای بــدون اضافــه کــردن دارو ولــی در 

ــد. ــز می‌باش ــیژن و گلوک ــت از اکس ــرایط محرومی ــاعت ش ــرض 4 س مع
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مقــاله پـــــژوهشي

بحث و نتیجه‌گیری
ــد  ــناخته ش ــز ش ــال 1950 در مغ ــا در س ــی گاب ــل عصب ناق
ــی  ــل عصب ــک ناق ــوان ی ــال 1967 به‌عن ــس از آن در س و پ
ــد  ــی گردی ــزی معرف ــی مرک ــی در سیســتم عصب ــاری اصل مه
)16 ،15(. ایــن مــاده در حــال حاضــر به‌عنــوان یکــی از 
مهم‌تریــن گیرنده‌هــای مهــاری در مغــز در درمــان صــرع 

بســیار مطــرح می‌باشــد )15(.
ــددی  ــای فیزیولوژیکــی متع ــا دارای فعالیت‌ه ــای گاب گیرنده‌ه
می‌باشــد کــه از جملــۀ آن می‌تــوان صــرع، اضطــراب، خــواب، 
ــرد )16(.  ــام ب ــنگی را ن ــرس، درد، اوتیســم و گرس ــه، ت حافظ
 B ــای ــای A، گاب ــدۀ گاب ــوع گیرن ــا شــامل ســه ن ــدۀ گاب گیرن
ــای B از  ــای A و گاب ــدۀ گاب ــه دو گیرن ــای C می‌باشــد ک وگاب
ــازی  ــند )15(. فعالس ــک می‌باش ــای یونوتروپی ــوع گیرنده‌ه ن
گیرنده‌هــای گابــای A و گابــای C کــه اغلــب در انتهــای 
ــازی  ــار آزادس ــث مه ــد باع ــرار دارن ــی ق ــای سیناپس پایانه‌ه
ــون  ــور ی ــق عب ــف از طری ــی مختل ــای عصب ــال دهنده‌ه انتق
ــر  ــتر منفی‌ت ــه بیش ــر ب ــده و منج ــا ش ــن گیرنده‌ه ــر از ای کل
شــدن پتانســیل غشــاء ســلول و جلوگیــری از پتانســیل عمــل 

.)6،  16( می‌شــود 
در طــی آســیب ایســکمی ایجــاد شــده در مغــز، فعالیــت بیــن 
نورون‌هــا دچــار اختــال شــده و تعــادل بیــن ناقلیــن عصبــی 
ــب  ــه ترتی ــورده و ب ــم خ ــه ه ــک ب ــک و گاباارژی گلوتامینرژی
منجــر بــه افزایــش و کاهــش آن‌هــا در مغــز می‌شــود )17(. در 
ــی کــه دچــار ایســکمی  برش‌هــای هیپوکامــپ مــوش صحرای
ــاعت‌های  ــی س ــه در ط ــت ک ــده اس ــان داده ش ــده‌اند نش ش
اولیــه بعــد از ایســکمی، ناقــل عصبی گابــا از طریق اگزوســیتوز 
ــل  ــن ناق ــر ای ــای طولانی‌ت ــا در طــی زمان‌ه ــود ام ــا می‌ش ره
عصبــی قــادر بــه آزاد شــدن در پایانه‌هــای عصبــی نمی‌باشــد 
و دلیــل آن برعکــس شــدن مکانیســم ترانســپورتر ناقــل عصبی 
ــا در غشــای پلاســمایی می‌باشــد )17(. در آزمایشــی کــه  گاب
ــال  ــو در س ــال 1989 و گائ ــکاران در س ــان و هم توســط اورب
1999 انجــام گردیــد نشــان داده شــد کــه 12 ســاعت بعــد از 
ایســکمی در هیپوکامــپ )دورۀ ریپرفیــوژن(، کاهــش فعالیــت 
مهــاری گابــا ارتبــاط معنــی‌داری بــا هایپراکسایتوتوکسیســتی 
در ســلول‌های عصبــی داشــته و همیــن امــر منجــر بــه آســیب 

نورون‌هــا می‌شــود )19 ،18(.

ــط  ــده در محی ــاد ش ــکمی ایج ــای ایس ــیاری از مدل‌ه در بس
in vitro و in vivo نشــان داده شــده اســت کــه فعالیــت 
گیرنده‌هــای گابــا می‌توانــد نقــش بســزایی در حفاظــت 
ــه  ــات ب ــه تحقیق ــه ب ــا توج ــد )20(. ب ــته باش ــی داش نورون
ــا از  دســت آمــده مشــخص شــده اســت کــه گیرنده‌هــای گاب
دو طریــق می‌تواننــد باعــث کاهــش مــرگ ســلولی در شــرایط 
ایســکمیک شــوند. یکــی از مکانیســم‌های ذکــر شــده در 
ــه  ــد ک ــک می‌باش ــی گاباارژی ــل عصب ــت ناق ــات، فعالی مطالع
می‌توانــد باعــث تعدیــل فعالیــت ناقــل عصبــی گلوتامینرژیــک 
شــود و در واقــع در شــرایط الکتروشــیمیایی فعالیــت گیرنــدۀ 

گابــای A  باعــث مهــار گیرنده‌هــای NMDA می‌شــود. از 
ــتقیم  ــور مس ــه ‌ط ــا ب ــای گاب ــت گیرنده‌ه ــر فعالی ــرف دیگ ط
ــکمیک در  ــرایط ایس ــک در ش ــرات پاتولوژی ــش اث ــث کاه باع
ــی از  ــال در یک ــوان مث ــود )20(. به‌عن ــر می‌ش ــل دیگ مراح
ــام به‌عنــوان آگونیســت  تحقیقــات نشــان داده شــد کــه دیازپ
گیرنــدۀ گابــا، توانســت باعــث مقابلــه بــا کاهــش ATP و 
ــوش  ــپ م ــری از آزاد شــدن ســیتوکروم c در هیپوکام جلوگی

ــود )21(. ــرایط OGD ش ــی در ش صحرای
در بســیاری از مطالعــات، نقــش اثــرات حفاظتی آگونیســت‌های 
باربــی  و  بنزودیازپین‌هــا  هماننــد   A گابــای  گیرنده‌هــای 
ــق  ــر طب ــت )22(. ب ــده اس ــخص ش ــز مش ــا روی مغ تورات‌ه
ــوش  ــف ) م ــات مختل ــر روی حیوان ــده ب ــام ش ــات انج تحقیق
صحرایــی، مــوش ســوری، خوکچــۀ هنــدی و خرگــوش(، 
نقــش داروهــای گاباارژیــک بــا مکانیســم‌های مختلــف ) 
آگونیســت‌های گابــا، مدولاتورهــای گابــا، مهارکننده‌هــای 
ــال ایســکمی  ــه دنب ــی ب ــا( در حفاظــت نورون ترانســپورتر گاب
مغــزی مشــخص شــده اســت )23(. در مطالعه‌ایــی کــه 
توســط رکلینــگ و همــکاران انجــام گرفــت نشــان داده شــد 
ــال،  ــد فنوباربیت ــیک همانن ــرع کلاس ــد ص ــای ض ــه داروه ک
فنــی توئیــن، اتوسوکســیماید، کلردیازپکســایذ و میــدازولام بــه‌ 
طــور معنــی‌دار و وابســته بــه غلظــت توانســتند باعــث کاهــش 
مــرگ ســلولی ایجــاد شــده در شــرایط یــک ســاعت OGD در 
کشــت هیپوکامــپ شــوند. همچنیــن آن‌هــا نشــان دادنــد کــه 
داروهــای ضــد صــرع جدیدتــر هماننــد کاربامازپیــن، فلبامــات، 
لاموتریژیــن و تیاگابیــن نیــز اثــرات حفاظتــی در حضــور یــک 

ــد )24(. ــپ را دارن ــت هیپوکام ــاعت OGD در کش س
داروی ضــد صــرع جدیــد  یــک  به‌عنــوان  اســتیریپنتول 
در کنتــرل بســیاری از تشــنج‌ها و به‌خصــوص در ســندرم 
داروت5، کــه شــکلی نــادر و مقــاوم بــه درمــان از صــرع کودکان 
می‌باشــد، مــورد اســتفاده قــرار می‌گیــرد )25(. اولیــن بــار در 
ــای  ــای گاب ــر روی گیرنده‌ه ــن دارو ب ــرات ای ــال 2006 اث س
ــا  ــد. آن‌ه ــخص گردی ــکاران مش ــی و هم ــط کویلیچین A توس
ــش  ــادر اســت باعــث افزای ــه اســتیریپنتول ق ــد ک نشــان دادن
 A ــای ــای گاب ــال گیرنده‌ه ــای فع ــدن کانال‌ه ــاز مان ــان ب زم
شــود )7(. در مطالعاتــی کــه بــر روی ایــن دارو صــورت گرفتــه 
ــث  ــد باع ــتیریپنتول می‌توان ــه اس ــت ک ــده اس ــان داده ش نش
ــواع آنزیم‌هــای کبــدی cytochrome P450، از جملــه  مهــار ان
 CYP3A4 ،CYP1A2 وCYP2C19 شــود و از ایــن طریــق 
باعــث افزایــش غلظــت خونــی بعضــی از داروهــای ضــد صــرع 
از جملــه والپــروات، فنوباربیتــال، فنــی توئیــن و کاربامازپیــن 
ــه  ــت ک ــده اس ــان داده ش ــر نش ــرف دیگ ــا از ط ــود. ام می‌ش
اســتیریپنتول بــه تنهایــی نیــز می‌توانــد باعــث ایجــاد اثــرات 
ضــد صرعــی از طریــق افزایــش زمــان بــاز مانــدن کانــال کلــر 

ــود )25(. ــای A ش ــای گاب ــع در گیرنده‌ه واق
ــای  ــد غلظت‌ه ــاهده ش ــه مش ــن مطالع ــه در ای ــه ک همان‌گون
مختلــف اســتیریپنتول اثــرات ســمی بــر روی کشــت قشــر مغــز 
جنیــن مــوش ســوری در حالــت عــادی و بــدون در معــرض قرار 

5 Dravet syndrome
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مــرگ ســلولی نورون‌هــا و کاهــش غلظــت کلســیم درون 
ــا  ــه ب ــی اســت ک ــن در حال ــن شــرایط شــود. ای ــلولی در ای س
اضافــه کــردن فلومازنیــل )آنتاگونیســت گیرنــدۀ بنزودیازپیــن( 

ــلولی JM-1232 کاســته شــد )26(. ــرگ س از کاهــش م
ــام  ــکاران انج ــگ و هم ــط زن ــه توس ــری ک ــۀ دیگ در مطالع
ــا در ایســکمی  ــای گاب ــت نقــش آگونیســت‌های گیرنده‌ه گرف
ایجــاد شــده در محیــط آزمایشــگاهی و حیوانــی نشــان 
داده شــد. در ایــن آزمایــش در طــول ایســکمی، فعالیــت 
گیرنده‌هــای گابــا بــا اســتفادۀ تــوأم از آگونیســت‌های آن 
ــلول  ــی در س ــرات حفاظت ــب اث ــیمول( موج ــن وموس )باکلوف
گردیــد. در طــی ایــن تحقیــق نشــان داده شــد کــه اثــرات ایــن 
آگونیســت‌ها باعــث کاهــش در تنظیــم عملکــرد گیرنده‌هــای 
ــن ســاب  ــق کاهــش فســفریله کــردن تیروزی NMDA از طری
یونیــت NR2A می‌باشــد )27(. در مطالعــۀ دیگــری مشــخص 
گردیــد کــه بــه دنبــال ایســکمی‌های ایجــاد شــده در شــرایط 
iv vivo بــه نظــر می‌رســد قابــل توجه‌تریــن موضــوع در 
ــون  ــای A، کاهــش ورود ی ــای گاب ــرد گیرنده‌ه ــال عملک اخت
کلرای��د ب��ه داخ��ل سـل�ول، کاهــش پتانســیل پــس سیناپســی 
ــن  ــان ای ــن کاهــش بی ــده و همچنی ــا واســطۀ گیرن ــاری ب مه
ــش  ــن آزمای ــد )6(. در ای ــلول می‌باش ــطح س ــا در س گیرنده‌ه
کــه توســط میلــک و همــکاران انجــام گرفــت نشــان داده شــد 
ــا  کــه در کشــت نورون‌هــای هیپوکامــپ مجــاور داده شــده ب
OGD، ســطح گیرنده‌هــای گابــای A روی ســطح ســلولی 
ــرگ  ــش م ــب افزای ــر موج ــن ام ــه اســت و همی ــش یافت کاه
ــش  ــن کاه ــه ای ــد ک ــان دادن ــا نش ــود. آن‌ه ــلولی می‌ش س
ســطح گیرنده‌هــای گابــای A توســط انســولین در طــول یــک 
ســاعت OGD کاهــش می‌یابــد و باعــث افزایــش زنــده مانــدن 

نورون‌هــا در ایــن شــرایط می‌شــود )6(.
بــا توجــه بــه آزمایشــات انجــام شــده در ایــن مطالعــه 
ــک داروی  ــوان ی ــرد اســتیریپنتول به‌عن ــوان پیشــنهاد ک می‌ت
ضــد صــرع می‌توانــد باعــث کاهــش آســیب اثــرات بــه وجــود 
آمــدۀ حاصــل از ایســکمی شــود و ممکــن اســت ایــن اثــرات 
ــد  ــد بای ــر چن ــود. ه ــاد ش ــای A ایج ــدۀ گاب ــق گیرن از طری
تحقیقــات گســترده‌تری بــر روی ایــن دارو و مکانیســم اثــر آن 

ــود. ــام ش ــده انج ــات ایســکمی داده ش روی حیوان

دادن ایســکمی ندارنــد. بنابرایــن ایــن دارو باعــث کاهــش بقــاء 
ــوش ســوری نشــده اســت.  ــن م ــز جنی ســلولی روی قشــر مغ
ــش  ــد. در آزمای ــه دوز نمی‌باش ــته ب ــرات وابس ــن اث ــه ای گرچ
بعــدی اثــرات غلظت‌هــای مختلــف اســتیریپنتول در مجــاورت 

4 ســاعت ایســکمی مــورد بررســی قــرار گرفتــه اســت.
ــه کــه در نمــودار 3 مشــاهده شــد اثــرات حفاظتــی  همان‌گون
غلظت‌هــای مختلــف اســتیریپنتول و گــروه OGD نســبت 
ــا  ــت. ام ــرده اس ــدا ک ــش پی ــرون کاه ــرل بی ــروه کنت ــه گ ب
ــرایط  ــاعت ش ــن دارو در حضــور 4 س ــف ای ــای مختل غلظت‌ه
محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز توانســته اســت باعــث افزایــش 
ــاور  ــای مج ــه نورون‌ه ــبت ب ــا نس ــی نورون‌ه ــرات حفاظت اث
داده شــده بــا شــرایط محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز شــود. 
ــای 1 و 5  ــتیریپنتول در غلظت‌ه ــی اس ــر حفاظت ــن اث بهتری
ــث  ــته‌اند باع ــب توانس ــه ترتی ــه ب ــت ک ــوده اس ــولار ب ماکروم
ــه 65/7% و %62/8  ــا ب ــدن نورون‌ه ــده مان ــد زن ــش درص افزای
نســبت بــه گــروه کنتــرل درون 33/91% )ســلول‌های محــروم 
ــن  ــه ای ــه ب ــا توج ــن ب ــوند. بنابرای ــیژن( ش ــز و اکس از گلوک
ــوان  ــتیریپنتول به‌عن ــی اس ــش حفاظت ــوان نق ــش می‌ت آزمای
ــکمی  ــد ایس ــی رون ــای A در ط ــدۀ گاب ــت گیرن ــک آگونیس ی
ــه  ــت ک ــی اس ــن در حال ــود. ای ــخص نم ــدودی مش ــا ح را ت
ــدۀ MK801 ،NMDA، در طــول 4 ســاعت  آنتاگونیســت گیرن
شــرایط محرومیــت از اکســیژن و گلوکــز نتوانســته اســت اثرات 
حفاظتــی از خــود نشــان دهــد و میــزان درصــد زنــده مانــدن 
ــن  ــه 23/84% رســیده اســت و ای ــن شــرایط ب ســلول‌ها در ای
موضــوع نشــان دهنــدۀ ایــن می‌باشــد کــه هــر چقــدر طــول 
زمــان ایســکمی بیشــتر باشــد نقــش گیرنده‌هــای NMDA در 
ــی نقــش گیرنده‌هــای  ــر می‌شــود و از طرف ــاء ســلولی کمت بق
ــای  ــت گیرنده‌ه ــل در کاهــش فعالی ــه اثرشــان تعدی ــر ک دیگ

ــود )10(. ــتر می‌ش ــت بیش NMDA اس

تحقیقــات دیگــر نیــز نقــش داروهــای گاباارژیــک در حفاظــت 
ســلولی بــه دنبــال ایســکمی را بیــان نموده‌انــد. بــه ‌طــور مثــال 
 JM-در تحقیقــی کــه توســط اگــورا و همــکاران بــر روی داروی

 1232) آگونیســت گیرنــدۀ GABAA) بــر روی نورون‌هــای 
ــام  ــرایط OGD انج ــت ش ــی تح ــوش صحرای ــپ در م هیپوکام
گرفــت نشــان داده شــد کــه ایــن دارو می‌توانــد باعــث کاهــش 
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