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Introduction: Exposure to Valproic acid (VPA) during pregnancy in rats leads to oxidative 

s tress, brain deficits, and autis tic-like behaviors in the offspring. On the other hand, Gallic 

acid (GA) can effectively be used in the treatment of free radicals-induced nervous sys  tem 

disorders. The aim of this s tudy was to inves tigate the effect of GA on motor learning and 

cerebellar level of brain derived neurotrophic factor (BDNF) in rats embryonically exposed 

to VPA. Materials and Methods: Pups of 30 pregnant rats were randomly divided into 

5 groups: control, VPA (500 mg/kg Valproic acid) at embryonic day (ED) 12.5 groups as 

well as three groups of VPA+GA50, VPA+GA100, and VPA+ GA200 (receiving 50, 100 

and 200 mg/kg GA, respectively). GA was orally adminis tered from 12 to 19 ED. Then, to 

assess the motor disorders beam walking and rotarod tes ts were carried out at pos tnatal day 

30. Finally, the cerebellar level of BDNF was measured using ELISA. Results: Impairments 

were observed in the motor function tes t of the VPA group compared to the control rats. In 

contras t, GA-treated groups have a significant improvement in speed on beam and balance in 

beam walking tes t as well as an increase time spent in rotarod as well. A significant increase of 

BDNF was seen in GA-treated rats compared to VPA group. Conclusion: GA can alleviate 

the adverse effects of VPA on motor learning and balance in a rat model of autism.
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اثر گالیک اسید بر یادگیری حرکتی و سطح فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز در مخچه موش های 
صحرایی مدل اوتیسم
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چــــــــكيد  ه

کلید   واژه ها:
1. گالیک اسید

2. والپروئیک اسید
3. اختلالات حرکتی

4. اختلال اوتیسم
5. موش هاي صحرایی

استرس  باعث  صحرایي  موش هاي  در  بارداري  طي  اسید  والپروئیک  معرض  در  گرفتن  قرار  مقدمه: 
اکسیداتیو، آسیب هاي مغزي و رفتارهاي شبه اوتیستیک در فرزندان مي شود. به عبارتي دیگر گالیک اسید 
از پژوهش  واقع شود. هدف  آزاد مي تواند مؤثر  رادیکال هاي  از  ناشي  اختلالات سیستم عصبي  در درمان 
حاضر ارزیابي اثر گالیک اسید بر یادگیری حرکتی و سطح مخچه ای فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز در 
موش هاي صحرایي مواجه شده با والپروئیک اسید در دوران جنینی می باشد. مواد و روش ها: نوزادان 
حاصل از 30 سر موش صحرایی باردار به طور تصادفی در 5 گروه: کنترل، VPA )500 میلي گرم بر کیلوگرم 
 VPA+ GA200 و VPA+GA100 ،VPA+GA50 والپروئیک اسید( در روز 12/5 بارداري و همچنین 3 گروه
)به ترتیب گالیک اسید 50، 100 و 200 میلي گرم بر کیلوگرم دریافت نمودند( تقسیم شدند. تجویز دهانی 
گالیک اسید از روز 12 تا 19 بارداری انجام شد. سپس به منظور بررسي اختلالات حرکتي آزمون هاي راه 
از  نوروتروفیک مشتق  فاکتور  انجام شد. سرانجام سطح مخچه ای  روتارود در 30 روزگي  و  رفتن شعاعی 
مغز به روش الایزا مورد سنجش قرار گرفت. يافته ها: اختلال در آزمون هاي حرکتي در گروه والپروئیک 
اسید در مقایسه با موش هاي صحرایي گروه کنترل مشاهده شد. در مقابل گروه هاي درمان شده با گالیک 
اسید بهبود معني داري در سرعت پیمایش مسیر و تعادل طي آزمون راه رفتن شعاعي و همچنین افزایش 
مدت زمان باقی ماندن بر روی روتارود نشان دادند. افزایش معني دار فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز در 
موش هاي صحرایي درمان شده با گالیک اسید در مقایسه با گروه والپروئیک اسید دیده شد. نتيجه گيري: 
گالیک اسید مي تواند سبب کاهش عوارض والپروئیک اسید بر یادگیری حرکتی و تعادل در مدل موش هاي 

صحرایي اوتیسم شود.

اطلاعات مقاله:
تاریخ د  ریافت: 20 بهمن 1396                                     اصلاحیه: 10 خرداد 1397                                      تاریخ پذیرش: 11 تیر 1397 
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ــی مشــخص نشــده  ــه صــورت قطع ــون ب ــز تاکن ــف مغ مختل
اســت.

ــده در  ــت ش ــم یاف ــان و علای ــتیک در انس ــم اوتیس ــن علای بی
مدل هــای حیوانــی اوتیســم، شــباهت های زیــادی وجــود 
ــرات  ــایی تغیی ــث شناس ــد باع ــوع می توان ــن موض دارد و همی
نوروآناتومیکــی، نوروشــیمیایی، رفتــاری و شــناختی مربــوط بــه 
ــج به منظــور ایجــاد  اوتیســم شــود )11(. یکــی از داروهــای رای
ــید  ــک اس ــتفاده از داروی والپروئی ــم اس ــاری اوتیس ــدل بیم م
)VPA(3 می باشــد. VPA، ســطح گابــا را در خــون و مغــز افزایش 
می دهــد و همچنیــن از طریــق اثــر بــر روی گیرنده هــاي4 گابــا 
بــر روی انتقــال گابــا اثــر می گــذارد و تعــداد گیرنده هــاي 
ــق  ــن طری ــه ای ــد و ب ــش می ده GABAA و GABAB را افزای

ــود )12(.  ــز می ش ــر مغ ــری در قش ــش انعطاف پذی ــث افزای باع
ــدی و  ــیون لیپی ــار پراکسیداس ــق مه ــن، VPA از طری همچنی
اکسیداســیون پروتئینــی در ســلول های قشــری مــوش صحرایی 
ــاي  ــه گیرنده ه ــته ب ــیگنالی وابس ــال س ــش انتق ــث افزای باع
ــری در قشــر می شــود )13(. در  ــش انعطاف پذی NMDA و افزای
جونــدگان قــرار گرفتــن در معــرض VPA طــی روز 12 ام، یعنــی 
ــه  ــث ب ــد باع ــود، می توان ــی بســته می ش ــة عصب ــه لول روزی ک
وجــود آمــدن اختلالاتــی شــود کــه در اوتیســم انســانی دیــده 
ــک  ــی والپروئی ــم های احتمال ــی از مکانیس ــود )14(. یک می ش
اســید، ایجــاد اســترس اکســیداتیو و در نتیجــة آن اختــلال در 
ــد  ــات نشــان داده ان ــی مرکــزی می باشــد. مطالع سیســتم عصب
ــش بســیاری  ــه اســترس اکســیداتیو نقــش مهمــی در پیدای ک
ــاء  ــم ایف ــاری اوتیس ــاری در بیم ــک و رفت ــرات نورولوژی از تغیی

.)15( مي کنــد 

ــم  ــگام اوتیس ــان زود هن ــخیص و درم ــه تش ــود اینک ــا وج ب
ــت،  ــاری اس ــن بیم ــان ای ــه درم ــک ب ــن روش در کم بهتری
برخــي از محققیــن معتقدنــد کــه روش هــاي درمانــي مکمــل 
ــرات ســودمندی  ــد کــه مي تواننــد اث دیگــري نیــز وجــود دارن
ــوان  ــا مي ت ــن درمان ه ــواع ای ــند )17 ،16(. از ان ــته باش داش
بــه اســتفاده از انــواع آنتی اکســیدان ها اشــاره نمــود. بــا 
ــی  ــوان عامل ــیدان ها به عن ــدی آنتی اکس ــش کلی ــه نق ــه ب توج
ــروزه  ــات ام ــن ترکیب ــتفاده از ای ــاي آزاد، اس ــه رادیکال ه علی
اهمیــت قابــل توجهــی در درمــان اختــلالات ناشــی از اســترس 
ــیدان  ــک آنتی اکس ــید، ی ــک اس ــد )18(. گالی ــیداتیو دارن اکس
قــوی اســت کــه دارای فعالیت هــای ضــد جهش زایــی و 
ــرات حفاظتــی عصبــی بســیاری  ضــد ســرطان  می باشــد. تأثی
ــا  ــی آن ه ــر توانای ــید ب ــک اس ــه گالی ــا از جمل از پلی فنول ه
در نفــوذ بــه ســد خونــی -مغــزی تکیــه می کننــد )19(. 
ــازی،  ــن کین ــت تیروزی ــار فعالی ــق مه ــید، از طری ــک اس گالی
ــی  ــد التهاب ــی، ض ــد ویروس ــی، ض ــد باکتریای ــای ض فعالیت ه
ــن،  ــد )20(. همچنی ــال می کن ــود را اعم ــیدانی خ و آنتی اکس
اســید گالیــک بــا کاهــش اثــر کلســیم درون ســلولی در 
ــی و ضــد  ــرات ضــد التهاب ــش دارد و اث ــتاز کلســیم نق هموس

مقدمه
ــای  ــا رفتاره ــه ب ــت ک ــدی اس ــلال رش ــی اخت ــم نوع اوتیس
ارتباطــی و کلامــی غیرطبیعــی مشــخص می شــود. ایــن 
ــولاً  ــه معم ــی اســت ک ــی عصب ــلال تکامل ــک اخت ــاری، ی بیم
از ســن ســه ســالگی تشــخیص داده می شــود )1(. افــراد 
نظیــر  حرکتــی،  اختــلالات  دچــار  شــدیداً  اوتیســتیک، 
ــه  ــیت ب ــز حساس ــنج و نی ــی، تش ــی و آتاکس ــس پراکس دی
ــه درد،  ــر در آســتانة تحمــل ب برخــی محــرکات خــاص، تغیی
اختــلال در فرایندهــای دیــداری و شــنیداری، اختــلالات 
هورمونــی،  اختــلالات  مغــزی،  ادم  مختلــف،  گوارشــی 
ــف، اســترس  ــي1 مختل ــن عصب ــلال در سیســتم های ناقلی اخت
اکســیداتیو، التهــاب مزمــن، نقــص در سیســتم ایمنــی و نقــص 

 .)2( می شــوند  میتوکندریایــی 
دانشــمندان در نشســت ســالانة 2014 علــوم اعصــاب در 
بــا  را  مخچــه  پورکینــژ  ســلول های  ارتبــاط  واشــنگتن 
اختــلالات طیــف اوتیســم نشــان دادنــد )3(. در نوامبــر ســال 
2014، انجمــن علــوم اعصــاب کنفرانــس نتیجــة شــگفت  
انگیــزی از نقــش ســلول های پورکینــژ مخچــه در فرایندهــای 
ــان  ــواهدی نش ــرد و ش ــه ک ــر ارائ ــناختی درگی ــی و ش حرکت
ــژ  ــلول های پورکین ــش س ــر نق ــد بیانگ ــه می توان ــد ک داده ش
هــر دو نیمکــرة مخچــه بــه طــور مســتقیم بــا اوتیســم باشــد 
ــذف  ــا ح ــتیک ب ــودکان اوتیس ــه در ک ــلالات مخچ )3(. اخت
ــذف  ــت. ح ــاط اس ــی 22q13 در ارتب ــة کروموزوم ــک منطق ی
ــوارد،  ــب م ــد و در اغل ــر در رش ــب تأخی ــه موج ــن منطق ای
اختــلال شــدید مربــوط بــه زبــان در بســیاری از افــراد نیــز بــا 
اوتیســتیک تشــخیص داده شــده اســت )4(. مطالعــات قبلــی، 
کاهــش تراکــم ســلول های پورکینــژ را در بیمــاران اوتیســتیک 

گــزارش کرده انــد )5(.
ــن،  تشــکیل مــدارات عصبــی صحیــح در طــول فراینــد تکوی
ــت )6(.  ــروری اس ــی ض ــتم عصب ــای سیس ــرای عملکرده ب
گلوتاماتــی،  جمله:گیرنده هــای  از  متعــددی  مولکول هــای 
C و کانال هــای کلســیمی وابســته بــه  پروتئیــن کینــاز 
ــش  ــه نق ــژ در مخچ ــی پورکین ــدار عصب ــن م ــاژ در تکوی ولت
ــور  ــن مولکول هــا، فاکت ــن ای ــا یکــی از مهم تری ــد )7(. ام دارن
 BDNF .)7( ــت ــز )BDNF(2 اس ــتق از مغ ــک مش نوروتروفی
ــا،  ــات نورون ه ــظ حی ــترده ای در حف ــیار گس ــای بس نقش ه
ــی در سیســتم  ــد، گســترش نورون ایجــاد ســیناپس های جدی
 BDNF ،عصبــی مرکــزی و محیطــی دارد )8(. همچنیــن
بالارونــده  فیبرهــای  سیناپســی  پــردازش  آن  گیرنــدة  و 
می کنــد  تعدیــل  مخچــه  در  را  پورکینــژ  نورون هــای  و 
ــه  ــل مخچ ــر در تکام ــبب تأخی ــور س ــن فاکت ــذف ای )7(. ح
می گــردد )9(. هــر چنــد، نتایــج برخــی مطالعــات حاکــی از 
ــوژی  ــور در اتیول ــن فاکت ــر در ســطوح ای ــه تغیی آن اســت ک
اختــلال اوتیســم نقــش دارد )10(. امــا میــزان و نحــوة تغییــر 
ــای  ــه ای در بخش ه ــورت ناحی ــه ص ــژه ب ــور به وی ــن فاکت ای

1 Neurotransmitter
2 Brain derived neurotrophic factor

3 Valproic acid
4 Receptors
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ــکا(  ــر کیلوگــرم والپروئیــک اســید )ســیگما، آمری میلي گــرم ب
ــن از  ــد. همچنی ــت کردن ــی دریاف ــورت درون صفاق ــه ص را ب
ــم حجــم داروی گاواژ شــده در  ــات ه ــارداری، حیوان روز 19 ب
ــکا(  ــک اســید )ســیگما، آمری ــی، حــلال گالی ــای تجرب گروه ه
ــد.  ــت کردن ــورت گاواژ دریاف ــه ص ــالین را ب ــال س ــی نرم یعن
 :VPA+GA200 و   VPA+GA100  ،VPA+GA50 گروه هــای 
ــک  ــارداری والپروئی ــادران در روز 12/5 ب ــا م ــن گروهه در ای
اســید دریافــت کردنــد و همچنیــن از روز 10 بــارداری تــا 19 
ــارداری، دوزهــای متفــاوت گالیــک اســید )50، 100 و 200  ب
ــورت  ــه ص ــوان( را ب ــدن حی ــرم وزن ب ــر کیلوگ ــرم ب میلی گ

ــد. ــت کردن گاواژ دریاف
آزمون های رفتاری

ــعاعی و  ــن ش ــون راه رفت ــامل آزم ــی )ش ــای حرکت آزمون ه
روتــارود( در 30 روزگــی نــوزادان نســل اول )n=20( و در 
ســاعاتی از شــبانه روز کــه تحــرک موش هــاي صحرایــی 

ــد. ــام ش ــا 20( انج ــاعت 17 ت ــن س ــت )بی بالاس
ــی  ــی هماهنگ ــرای ارزیاب ــعاعی: ب ــن ش ــون راه رفت آزم
قــرار  اســتفاده  مــورد  در موش هــای صحرایــی  حرکتــی 
ــت از  ــت عبارتس ــن تس ــرای ای ــاز ب ــورد نی ــزار م ــت. اب گرف
ــه قطــر 3 ســانتی متر و طــول یــک متــر  یــک میلــة چوبــی ب
کــه 30 ســانتی متر بالاتــر از ســطح میــز قــرار دارد و در 
ــم  ــی خت ــانتی متر مربع ــکوی 40 س ــک س ــه ی ــا ب ــک انته ی
ــه  ــد دقیق ــش چن ــام آزمای ــل از انج ــات قب ــود. حیوان می ش
بــر روی ایــن میلــة چوبــی قــرار خواهنــد گرفــت و بــه آن هــا 
آموختــه خواهــد شــد کــه بــه ســمت ســکو حرکــت کننــد. در 
ــر روی ایــن  ــار متوالــی موش هــای صحرایــی ب هــر روز ســه ب
میلــة چوبــی قــرار خواهنــد گرفــت و مــدت زمــان رســیدن از 
ابتــدا بــه انتهــای ایــن میلــه و نیــز ســرعت حرکــت آن هــا ثبت 
و محاســبه خواهــد شــد. مــدت زمــان یــک دقیقــه بــرای قطــع 
ــی  ــای صحرای ــرای موش ه ــد. ب ــه ش ــر گرفت ــش در نظ آزمای
کــه قــادر نیســتند تمــام طــول میلــه را طــی کننــد و از روی 
ــرعت  ــراه س ــه هم ــده ب ــوده ش ــافت پیم ــد، مس آن می افتن

ــد )25(. ــد ش ــبه خواه ــت محاس حرک
ــارود )میلــة چرخــان(: دســتگاه روتــارود بــا  آزمــون روت
قابلیــت افزایــش خــود بــه خــودی تعــداد دور در دقیقــه بــرای 
ــی  ــی طراح ــری حرکت ــی و یادگی ــی حرکت ــی هماهنگ ارزیاب
ــن  ــان ای ــة چرخ ــر روی میل ــات ب ــت )25(. حیوان ــده اس ش
ــتگاه روشــن  ــرار داده شــده و دس ــود ق ــتگاه در محــل خ دس
ــداد  ــتگاه از تع ــش دس ــر دورة آزمای ــدای ه ــود. در ابت می ش
ــه چرخــش می کنــد  5 دور )حداقــل دور( در دقیقــه شــروع ب
ــه  ــه 45 دور در دقیق ــه ب ــان 5 دقیق ــداد دور در زم ــن تع و ای
ــن  ــام ای ــل از انج ــد. دو روز قب ــود می رس ــم دور( خ )ماکزیم
ــپس در  ــوند. س ــنا می ش ــتگاه آش ــا دس ــات ب ــش، حیوان آزمای
توانایــی موش هــای صحرایــی در گروه هــای  آزمــون،  روز 
ــا  ــی آن ه ــری حرکت ــادل و یادگی ــظ تع ــرای حف ــف ب مختل
ــن  ــوان میانگی ــر حی ــرای ه ــرد. ب ــرار می گی ــی ق ــورد ارزیاب م
ــر روی میلــة چرخــان  مــدت زمــان حفــظ تعــادل و مانــدن ب

آپوپتــوزی دارد )21(. همچنیــن، اســید گالیــک ســبب بهبــود 
اختــلالات عصبــی مختلــف، از جملــه بیمــاری آلزایمــر )22( و 

نفروپاتــی دیابتــی می گــردد )23(.
پژوهــش حاضــر بــا هــدف بررســی اثــر درمانــی اســید گالیــک 
ــری حرکتــی و غلظــت مخچــه ای BDNF در مــدل  ــر یادگی ب
حیوانــی اوتیســم القــاء شــده بــا والپروئیــک اســید انجــام شــد. 

مواد و روش ها
حیوانات و گروه بندی

ــات مــورد آزمایــش در ایــن مطالعــة تجربــی، زاده هــای  حیوان
نســل اول از30 ســر مــوش صحرایــی مــاده بالــغ بــا میانگیــن 
ــوش  ــر م ــارداری( و 30 س ــت ب ــرم )جه ــی 10 ± 180 گ وزن
ــت جفتگیــری( از نــژاد اســپراگ  صحرایــی نــر بالــغ )جه
داولــی می باشــند کــه از مرکــز پــرورش و نگهــداری حیوانــات 
ــورد  ــه و م ــوم پزشــکی شــیراز تهی آزمایشــگاهی دانشــگاه عل
ــا  ــوزادان ت ــه دنیــا آمــدن ن ــرار گرفتنــد. پــس از ب آزمایــش ق
24 روزگــی در کنــار مادرانشــان نگهــداری شــدند و ســپس از 
ــود  ــای خ ــی در قفس ه ــک ماهگ ــا ی ــده و ت ــه ش ــیر گرفت ش
ــوزاد  ــداد 20 ن ــوزادان تع ــن ن ــپس از بی ــدند. س ــداری ش نگه
ــی از هــر گــروه انتخــاب  ــه صــورت تصادف ــی ب مــوش صحرای
ــی،  ــول اخلاق ــات اص ــا حیوان ــل کار ب ــام مراح ــدند. در تم ش
قوانیــن بین المللــی و ضوابــط کمیتــة اخلاقــی حیوانــات 
ــوز: 94-3014-7298(  ــمارة مج ــگاه ) ش ــگاهی دانش آزمایش

ــت شــد.  رعای
ــاده،  ــی م ــای صحرای ــدا از موش ه ــدی، ابت ــل از گروه بن قب
اســمیر واژنــی تهیــه شــد و حیواناتــی که در ســیکل اســتروس 
قــرار داشــتند، بــا حیــوان نــر هــم قفــس شــدند تــا جفتگیری 
انجــام شــود. موش هــای صحرایــی مــاده ای کــه داراي 2 الــي 
ــي 14 روز مشــاهدة  3 دورة اســتروس منظــم در طــي 12 ال
اســمیر واژینــال بودنــد، اســتفاده شــد. جهــت تهیــة اســمیر 
واژنــی، ابتــدا 0/25 میلي لیتــر ســرم فیزیولــوژي توســط 
ســمپلر بــه آرامــي در واژن حیــوان تزریــق شــد. ســپس یــک 
ــد.  ــه ش ــمیر تهی ــته و اس ــوق برداش ــع ف ــره از مای ــا دو قط ت
ــي 400  ــا بزرگنمای ــوري ب ــکوپ ن ــط میکروس ــا توس نمونه ه
ــة اســتروس  ــي کــه در مرحل ــر بررســي شــدند. موش های براب
ــدي  ــل بع ــت مراح ــتند، جه ــرار داش ــي ق ــیکل تولیدمثل س
ــان  ــت اطمین ــن، جه ــدند )24(. همچنی ــاب ش ــه انتخ مطالع
از جفتگیــری، روز بعــد دوبــاره حیوانــات مــورد بررســی قــرار 
ــود  ــا وج ــی و ی ــلاک واژن ــاهدة پ ــورت مش ــد. در ص گرفتن
ــوان  ــی، آن روز به عن ســلول های اســپرماتوزوآ در اســمیر واژن

ــد. ــن می ش ــی تعیی ــر حاملگ روز صف
ــد از وزن  ــاردار، بع ــی ب ــاي صحرای ــش موش ه ــن پژوه در ای
کــردن اولیــه، بــه طــور تصادفــی در 5 گــروه 6 تایــی تقســیم 
شــدند. گــروه کنتــرل: ایــن گــروه تحــت هیــچ تیمــاری قــرار 
نگرفتنــد و فقــط از آب و غــذای اســتاندارد آزمایشــگاهی 
ــروه  ــن گ ــید: در ای ــک اس ــروه والپروئی ــد. گ ــتفاده کردن اس
مــوش صحرایــی مــاده در روز 12/5 بــارداری میــزان 500 
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)0/83±2/3 ســانتی متر بــر ثانیــه( کاهــش معنــی داری را 
نســبت بــه گــروه کنتــرل )1/05±8/34 ســانتی متر بــر ثانیــه( 
نشــان داد )P>0/01(. ایــن در حالــی اســت کــه تنهــا در گــروه 
ــش  ــه( افزای ــر ثانی ــانتی متر ب VPA+GA200 )87/23±5/1 س
ــروه  ــه گ ــبت ب ــیر نس ــش مس ــرعت پیمای ــی داری در س معن
 VPA+GA50 ــای ــن گروه ه ــد )P>0/05(. بی ــده ش VPA دی
 VPA+GA100 و  ثانیــه(  بــر  ســانتی متر   3/1±7/03(
)95/12±3/1 ســانتی متر بــر ثانیــه( بــا گــروه کنتــرل اختــلاف 

 .)P>0/01 ،2 ــودار ــت )نم ــی دار اس معن

بررسی مدت زمان باقی ماندن بر روتارود
ــة چرخــان  ــر روی میل ــدن ب ــی مان ــان باق ــدت زم ــن م میانگی
ــک  ــا والپروئی ــده ب ــار ش ــای تیم ــی گروه ه ــارود( در تمام )روت
ــش  ــرل کاه ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــی نس ــید در دوران جنین اس
قابــل توجهــی را نشــان داد )نمــودار 3(. بــه گونــه ای کــه بیــن 
 VPA گــروه کنتــرل )6/2±245/34 ثانیــه( بــا گروه هــای

ــل ســه تکــرار ثبــت شــد )25(. ــا حداق ب
BDNF سنجش سطح مخچه ای

بــه دنبــال بیهوشــی حیوانــات بــا اســتفاده از اتــر، ســر حیوانــات 
بــا گیوتیــن جــدا شــد و بــا خــارج نمــودن مغــز، مخچــه از بقیــه 
ــول  ــا محل ــد. پــس از شستشــو ب قســمت های مغــز جــدا گردی
ســالین بــه همــراه بافــر تریــس )ســیگما، آلمــان( بــه مــدت 5 
دقیقــه بــا دســتگاه هموژنایــزر (IKA, Germany) بــا 5000 دور 
ــط  ــده توس ــزه ش ــول هموژنی ــد. محل ــزه ش ــه هموژنی در دقیق
ســانتریفیوژ   (Hermle, Germany) یخچــال دار  ســانتریفیوژ 
شــد. جهــت جلوگیــري از تخریــب آنزیم هــا و پروتئین هــا، 
ــانتریفوژ  ــانتی گراد )س ــة س ــاي 4 درج ــل در دم ــی مراح تمام
ــل  ــولار فنی ــول 0/5 میلي م ــد و از محل ــام ش ــال دار( انج یخچ
 (Sigma-Aldrich, Germany) فلورایــد  ســولفونیل  متیــل 
ــس از  ــد )26(. پ ــتفاده ش ــا اس ــدة پروتئازه ــوان مهارکنن به عن
ــد  ــته ش ــمپلر برداش ــک س ــه کم ــي ب ــع روی ــانتریفیوژ، مای س
ــه  ــط روش ELISA و ب ــی BDNF توس ــزان بافت ــپس می و س
ــدل 2100 (Stat Fax, USA) و  ــدر م ــزا ری کمــک دســتگاه الای
 Rat BDNF Picokine TM, Bos ter,) کیــت شــرکت باســتر

ــت. ــرار گرف ــورد ســنجش ق China) م

تحلیل آماری
ــط  ــاری توس ــات رفت ــده از مطالع ــت آم ــه دس ــام ب ــداد خ اع
 ANOVA روش  از طریــق  و  ویرایــش 22   SPSS نرم افــزار 
یکطرفــه و آزمــون تعقیبــی توکــی بــرای هــر آزمــون جداگانــه 
ــر  ــا یکدیگــر مقایســه شــدند و نمودارهــای آن هــا ب آنالیــز و ب
ــم  ــداد رس ــز اع ــده از آنالی ــت آم ــه دس ــات ب ــاس اطلاع اس
ــن ± خطــای  ــه شــده میانگی ــه کار گرفت ــر ب ــد. مقادی گردیدن
 )P>0/05( معنــی دار  ســطح  و   (SEM) معیــار  انحــراف 

می باشــد. 

یافته ها
ــن  ــون راه رفت ــافت در آزم ــرعت و مس ــی س ارزیاب

ــعاعی ش
ــة  ــان پیمــودن مســیر میل ــدت زم ــه نمــودار 1 م ــا توجــه ب ب
 VPA ــروه ــی در گ ــری حرکت ــی یادگی ــت بررس ــی جه چوب
)11/8±53/2 ثانیــه( افزایــش معنــی داری را نســبت بــه گــروه 
ــان داد.  ــطح P>0/001 نش ــه( در س ــرل )1/3±19/2 ثانی کنت
ــه،  ــای VPA+GA50 )3/4±38/5 ثانی ــن گروه ه ــن، بی همچنی
 )P>0/05 ثانیــه،   27/5±7/3)  VPA+GA100 و   )P>0/001
نیــز بــا گــروه کنتــرل اختــلاف معنــی داری دیــده شــد. 
مــدت زمــان پیمــودن مســیر میلــة چوبــی در هــر ســه گــروه 
 VPA+GA200 ــروه ــژه گ ــک، به وی ــید گالی ــدة اس دریافت کنن
)7/5±25/2 ثانیــه، P>0/001( کاهــش معنــی داری را نســبت 
بیــن گروه هــای  نشــان داد. همچنیــن،   VPA بــه گــروه 
ــا گــروه VPA+GA200 نیــز  VPA+GA50 و VPA+GA100 ب

.)P>0/001( ــت ــی دار اس ــلاف معن اخت
 VPA گــروه  در  چوبــی  میلــة  مســیر  پیمایــش  ســرعت 

ــی در  ــة چوب ــر روی میل ــان پیمــودن مســیر ب ــدت زم ــن م ــودار 1- میانگی نم
ــروه  ــن گ ــی دار بی ــلاف معن ــان دهندة اخت ــج نش ــی. نتای ــورد بررس ــای م گروه ه
 **P>0/001( می باشــد VPA+GA100 و VPA، VPA+GA50 ــا گروه هــای کنتــرل ب
و P>0/05*). همچنیــن، بیــن گروه هــای دریافت کننــدة گالیــک اســید بــا گــروه 
VPA اختــلاف معنــی دار اســت )P>0/001++ و P>0/05+). بیــن گروه هــای 
ــی داری  ــلاف معن ــز اخت ــروه VPA+GA200 نی ــا گ VPA+GA50 و VPA+GA100 ب
دیــده شــد )P>0/001$$). داده هــا بــه صــورت میانگیــن ± انحــراف معیــار نشــان 

داده شــده اســت. 

نمــودار2- میانگیــن ســرعت پیمایــش مســیر بــر روی میلــة چوبــی در 
گروه  هــای مــورد بررســی. اختــلاف معنــی داری بیــن گــروه کنتــرل بــا گروه هــای 
VPA، VPA+GA50 و VPA+GA100 دیــده شــد )P>0/001**). همچنیــن، بیــن 
گــروه VPA+GA200 بــا گــروه VPA اختــلاف معنــی دار اســت )P>0/05+). داده هــا 

ــار نشــان داده شــده اســت. ــن ± انحــراف معی ــه صــورت میانگی ب
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بحث و نتیجه گیري
ــارداری،  ــز VPA طــی ب ــی ژنتیکــی حاصــل از تجوی ــرات اپ اث
ــای  ــا فاکتوره ــا ی ــی از ژن ه ــان برخ ــی در بی ــبب تغییرات س
خــاص کــه به ویــژه در فرایندهــای مربــوط بــه انعطاف پذیــری 
یــا مــرگ نورونــی، از جملــه نورون زایــی مــرگ ســلولی، 
ــیرهای  ــی از مس ــازی برخ ــث فعالس ــا باع ــد و ی ــش دارن نق
ــالاً  ــرات احتم ــن اث ــد )27(. ای ــلولی می گردن ــانی س پیام رس
در  شــده  دیــده  میکروآناتومیــک  تغییــرات  توجیه کننــدة 
ــند )28(.  ــم می باش ــدل VPA اوتیس ــی م ــای صحرای موش ه
ــم  ــارداری علی رغ ــی دوران ب ــا VPA ط ــار ب ــد، تیم ــر چن ه
افزایــش ریســک ابتــلاء بــه اوتیســم، ســبب تســهیل درحافظــة 
کاری بــه همــراه افزایــش بیــان ســرمی BDNF می شــود 
ــدم  ــه ع ــت ک ــان داده اس ــات نش ــال مطالع ــن ح ــا ای )29(. ب
ــن  ــل آن ممک ــدن تکام ــد ش ــا کن ــه ی ــح مخچ ــل صحی تکام
اســت بــا کاهــش ســطح BDNF در مخچــه همــراه باشــد )7(. 
بــه طــور کلــی می تــوان گفــت کــه مخچــه نقــش کلیــدی را 
ــد )30(.  ــاء می کن ــی ایف ــف حرکت ــری و انجــام وظای در یادگی
آســیب بــه مخچــه موجــب اختلالاتــی در حرکــت و پشــتیبانی 

ــود )30(. ــدن می ش ــرکات ب ــی ح ــب ناهماهنگ ــدن و اغل ب
ــری  ــی یادگی ــت بررس ــارود جه ــون روت ــش آزم ــن پژوه در ای
حرکتــی اســتفاده شــد. نتایــج ایــن آزمــون نشــان داد کــه گروه 
ــی و  ــری حرکت ــزان یادگی ــرل می ــروه کنت ــه گ VPA نســبت ب
تعــادل بــه مراتــب کمتــر اســت. از طرفــی در گروه هــای تحــت 
ــر روی  ــدن ب ــی مان ــان باق ــدت زم ــک اســید م ــا گالی ــار ب تیم
ــل  ــه طــور قاب ــژه در دوز 200 میلی گــرم ب ــة چرخــان به وی میل
ــد. در آزمــون  ــه گــروه VPA افزایــش می یاب توجهــی نســبت ب
راه رفتــن شــعاعی، مــدت زمــان پیمــودن مســیر بــر روی میلــة 
چــوب در موش هــاي صحرایــی گــروه VPA نســبت بــه کنتــرل 
ــروه  ــات گ ــع، حیوان ــود. در واق ــی داری بیشــتر ب ــور معن ــه ط ب
VPA توانایــی کمتــری در برقــراری تعــادل بــه هنــگام راه رفتــن 

از خــود نشــان دادنــد.
Teitelbaum و همکارانــش نشــان دادنــد کــه موش هــاي 
صحرایــی کــه در معــرض VPA قــرار می گیرنــد در هماهنگــی 
حــرکات و یادگیــری آن هــا اختــلال وجــود داشــته و در بــروز 

ــد )31(. ــر دارن ــز تأخی ــی نی ــای عصب رفلکس ه
نتیجــة حاصــل از آزمون هــای حرکتــی در ایــن مطالعــه، نشــان 
ــری  ــادل و یادگی ــدرت تع ــش ق ــالاً کاه ــه احتم ــد ک می دهن
حرکتــی در مــوش صحرایــی مــدل VPA اوتیســم، نســبت بــه 
 BDNF ــوای ــش محت ــی از کاه ــد ناش ــرل، می توان ــروه کنت گ
ــه  ــه ک ــژ باشــد. همــان گون ــه ســلول های پورکین ــا آســیب ب ی
ــه نظــر می رســد رفتارهــای تکــراری  ــز اشــاره شــد، ب ــلًا نی قب
و بیــش فعالــی، به عنــوان یکــی از علایــم عمومــی طیــف 
اختــلالات اوتیســم، ممکــن اســت بــه علــت آســیب مخچــه ای و 
کاهــش تعــداد ســلول های پورکینــژ باشــد و کاهــش جمعیــت 
ســلول های پورکینــژ مخچــه نهایتــاً می توانــد منجــر بــه 
اختــلال و ضعیــف شــدن هماهنگی هــای حرکتــی گــردد. 
در نتیجــه ایــن آزمــون نیــز می توانــد بــه نوعــی بیانگــر 

)10/4±86/3 ثانیــه(، VPA+GA50 )21/9±103/7 ثانیــه(، 
 VPA+GA200 و  ثانیــه)   150/08±19/5(  VPA+GA100
 .)P>0/001( اختــلاف معنــی دار اســت )26/8±146/32 ثانیــه(
در بیــن گروه هــای دریافت کننــدة گالیــک اســید گــروه 
 VPA گــروه  بــه  نســبت   VPA+GA200 و   VPA+GA100
افزایــش معنــی داری را در بهبــود یادگیــری و تعــادل حرکتــی 
بــا افزایــش مــدت زمــان باقــی مانــدن بــر روی روتــارود نشــان 

 .)P>0/05( داد 

BDNF سنجش سطح مخچه ای
نتایــج نشــان داد کــه ســطح مخچــه ای فاکتــور نوروتروفیــک 
مشــتق از مغــز در گروه هــای VPA )94/3±520/46 پیکوگــرم 
ــرم  ــر( و VPA+GA50 )46/18±540/26 پیکوگ ــر میلی لیت ب
بــر میلی لیتــر( کاهــش معنــی داری نســبت بــه گــروه کنتــرل 
 .)P>0/05( دارد )ــر ــر میلی لیت ــرم ب )35/17±651/78 پیکوگ
ــک  ــدة گالی ــای دریافت کنن ــه گروه ه ــت ک ــی اس ــن در حال ای
اســید بــا دوز 100 )47/6±601/2 پیکوگــرم بــر میلی لیتــر( و 
ــه  ــر( نســبت ب ــر میلی لیت ــرم ب 200 )61/21±620/53 پیکوگ
گــروه VPA افزایــش معنــی داری را در ســطح بیــان مخچــه ای 

BDNF نشــان دادنــد )P>0/05، نمــودار 4(.

نمودار 3- میانگین مدت زمان باقی ماندن بر روتاورد در گروه های مورد بررسی. 
اختلاف معنی داری بین گروه کنترل با گروه های دیگر دیده شد )P>0/001** و 
 VPA با گروه VPA+GA200 و VPA+GA100 همچنین، بین گروه های .(*P>0/05
اختلاف معنی داری وجود دارد )P>0/05+). داده ها به صورت میانگین ± انحراف 

معیار نشان داده شده است.

نمودار 4- میانگین غلظت فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز در مخچة گروه های 
مورد بررسی. بین گروه کنترل با گروه های VPA و VPA+GA50 اختلاف معنی داری 
 VPA+GA100 همچنین، اختلاف معنی داری بین گروه های .(*P>0/05( وجود دارد
و VPA+GA200 با گروه VPA دیده شد )P>0/05+). داده ها به صورت میانگین ± 

انحراف معیار نشان داده شده است. 
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ــن  ــزان ای ــد کاهــش می ــاء می کن ــژ نقــش اساســی ایف پورکین
فاکتــور ســبب اختــلال در عملکــرد ایــن ســلول می گــردد )7(. 
بــه طــور کلــی ســلول های پورکینــژ در بیماریزایــي اختــلالات 
ــه ای،  ــی –مخچ ــد آتاکســی نخاع ــي مانن ــدة عصب ــل برن تحلی

ــت دارد )35(. ــفالوپاتی دخال ــم و انس اوتیس
اســید،  گالیــک  ماننــد  کوچــک  فنولــی  ترکیبــات 
پروتوکاتچوئیــک اســید6، تایــروزول7، اســید کافئیــک و اســید 
کافتاریــک8 هماننــد دیگــر فلاونوئیدهــا می تواننــد اثــرات 
ــیگنالی  ــیر س ــل در مس ــق تعدی ــه از طری ــر حافظ ــری ب مؤث
ایفــاء   BDNF نظیــر  پروتئین هایــی  بیــان  و  هیپوکامــپ 
می نماینــد )38(. مطالعــات قبلــی مــا نقــش گالیــک اســید را 
به عنــوان ترکیــب حمایت کننــدة عصبــی در مــدل دژنراســیون 
ــان داده  ــر نش ــاری آلزایم ــی از بیم ــوان مدل ــپ به عن هیپوکام
ــطح  ــیداتیو س ــترس اکس ــای اس ــی واکنش ه ــت )39(. ط اس
 9)GPx( ــیداز ــون پراکس ــم گلوتاتی ــت آنزی ــام و فعالی ــول ت تی
ــد  ــون دی آلدهی ــزان مال ــه می ــی ک ــد در حال ــش می یاب کاه
ــد )32(.  )MDA(10 در نواحــی مختلــف مغــزی افزایــش می یاب
 GPx ــم ــام و فعالیــت آنزی ــا افزایــش تیــول ت گالیــک اســید ب
ــلول ها  ــیداتیو را در س ــترس اکس ــرات اس ــش MDA اث و کاه
ــق  ــات از طری ــن ترکیب ــن، ای ــد )32(. همچنی ــش می ده کاه
تعدیــل در مســیر ســیگنالی و بیــان پروتئین هایــی نظیــر 
ــف  ــق مختل ــک در مناط ــرات نوروتروفی ــد اث BDNF می توانن

ــد )40 ،38(. ــاء نماین ــزی ایف مغ
نتایــج حاصــل از ایــن پژوهــش نشــان داد کــه والپروئیــک اســید 
ــورد  ــی م ــوش صحرای ــی در م ــلال حرکت ــاد اخت ــبب ایج س
آزمایــش شــده اســت و گالیــک اســید ســبب بهبــود اختــلالات 
ــک  ــن، گالی ــت. همچنی ــده اس ــات ش ــن حیوان ــی در ای حرکت
ــری  ــود یادگی ــه بهب ــطح BDNF مخچ ــش س ــا افزای ــید ب اس
ــید در  ــک اس ــا والپروئی ــار ب ــت تیم ــات تح ــی در حیوان حرکت
دوران جنینــی را بــه دنبــال داشــته اســت. مطالعــة حاضــر نقش 
مؤثــر آنتی اکســیدان ها به ویــژه اســید گالیــک را در بهبــود 

ــد.  ــه می کن ــتیک توصی ــاران اوتیس ــی در بیم ــم حرکت علای
تشكر و قدردانی

لازم بــه ذکــر اســت بخشــی از منابــع مالــی ایــن پــروژه توســط 
ــب  ــیراز و در قال ــلامی ش ــگاه آزاد اس ــش دانش ــت پژوه معاون
ــش  ــت پژوه ــات مدیری ــت. از زحم ــده اس ــن ش ــه تأمی پژوهان
دانشــگاه آزاد اســلامی شــیراز در اعطــای تســهیلات لازم 

ــود.  ــی می ش ــه قدردان ــروژه صمیمان ــن پ ــرای ای ــت اج جه

ــژ آن باشــد  ــه مخچــه و ســلول های پورکین وضعیــت آســیب ب
)15(. همچنیــن، آنچــه کــه مســلم اســت در گروه هــای 
ــراری  ــتری در برق ــی بیش ــید توانای ــگ اس ــدة گالی دریافت کنن
تعــادل بــه هنــگام راه رفتــن نســبت بــه گــروه VPA وجــود دارد 
ــری  ــر یادگی ــید ب ــک اس ــت گالی ــرات مثب ــه نشــان دهندة اث ک
ــات  ــج مطالع ــد. نتای ــم VPA می باش ــدل اوتیس ــی در م حرکت
ــه  ــید ب ــک اس ــه گالی ــان داد ک ــال 2013 نش ــوری در س منص
ــیب  ــد از آس ــیدانی می توان ــت آنتی اکس ــتن خاصی ــل داش دلی
مغــزی و اختــلالات ناشــی از آســیب های مغــزی کــه ناشــی از 
ــه  ــوری ک ــه ط ــد ب ــری کن ــد جلوگی ــاي آزاد می باش رادیکال ه
ــه دوز می باشــد  ــه صــورت وابســته ب ــرات محافظتــی، ب ــن اث ای
ــالای  ــه دوز ب ــد ک ــخص گردی ــز مش ــه نی ــن مطالع )32( در ای
گالیــک اســید )200 میلي گــرم بــر کیلوگــرم( اثــرات مؤثرتــری 

ــد.  ــان می ده ــی نش ــلالات حرکت ــود اخت را در بهب

رشــد  تکویــن،  اصلــی  تنظیم کننده هــای  نوروتروفین هــا 
تمایــز بخش هــای مختلــف سیســتم عصبــی مرکــزی  و 
دو  توســط  نوروتروفین هــا  عملکــرد  هســتند.  محیطــی  و 
و  کینــازی  تیروزیــن  گیرنــدة  ســلولی:  ســطح  گیرنــدة 
 .)33( می شــود  میانجی گــری   p75 نوروتروفینــی  گیرنــدة 
BDNF یکــی از نوروتروفین هایــی اســت کــه در سرتاســر 
زندگــی در مغــز تولیــد می شــود و دارای اثــرات تروفیــک 
ــر  ــلاوه ب ــد. ع ــی می باش ــتم عصب ــن سیس ــد و تکوی در رش
اثــرات تروفیــک در نورون هــای هــدف، BDNF بخشــی از 
ــت سیناپســی محســوب  ــه فعالی ــل وابســته ب مکانیســم تعدی
می شــود )34(. مطالعــات نشــان داده انــد کــه BDNF بــا 
بیماریزایــي5 بیماری هــای عصبــی -روانــی متعــددی از قبیــل 
اســکیزوفرنی، افســردگی، ایســکمی مغــزی، بیمــاری آلزایمــر، 
ــاط دارد  ــون، ارتب ــاری پارکینس ــون و بیم ــاری هانتینگت بیم
)35(. از طرفــی مطالعــات نشــان داده انــد کــه افزایــش اولیــة 
فعالیــت BDNF، ممکــن اســت نقــش اتیولوژیکــی در اوتیســم، 
طــی دوران ابتدایــی زندگــی ایفــاء نمایــد. هرچنــد، برخــی از 
ــون  ــرم خ ــطوح BDNF، س ــه س ــد ک ــان داده ان ــا نش یافته ه
ــرل  ــروه کنت ــا گ ــه ب ــم، در مقایس ــه اوتیس ــلا ب ــروه مبت در گ
ــر ایــن افزایــش فعالیــت  افزایــش یافتــه اســت )36(. عــلاوه ب
ــا افزایــش رشــد مغــز پــس از تولــد،  BDNF، ممکــن اســت ب
ــا ایــن  در کــودکان اوتیســتیک ارتبــاط داشــته باشــد )37(. ب
ــور  ــن فاکت ــزان ای ــه می ــان داد ک ــر نش ــة حاض ــال، مطالع ح
ــته  ــم داش ــدل اوتیس ــی در م ــل توجه ــش قاب ــه کاه در مخچ
ــای  ــری نورون ه ــه BDNF در انعطاف پذی ــی ک اســت. از آنجای

5 Pathogenicity
6 Protocatechuic acid
7 Tyrosol

8 Caftaric acid
9 Glutathione peroxidase
10 Malondialdehyde
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