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هيپوكامپ به دنبال  CA1ي  هاي ناحيه و اسيد اسكوربيك بر فراساختار نورون ي آدنوزين تأثير آگونيست گيرنده

  ريپرفيوژن -ايسكمي
  

  4مجيد كاتبي، 3، اكرم عليزاده2، منصوره سليماني1محمد زماني
  
  

  چكيده
هاي شديدتر  آسيب ،ها بازگشت اكسيژن در سلول و جريان خونمجدد بعد از برقراري  يابد و كاهش ميمغز جريان خون و اكسيژن  ،در طي ايسكمي مغزي مقدمه:

در شود،  ريپرفيوژن باعث اختلالات زيادي در اين عضو مي -هيپوكامپ بعد از ايسكمي آسيبكه  به اين نظرگردد.  ميايجاد هاي آزاد  ناشي از توليد و تهاجم راديكال
  .گرفتمورد بررسي قرار  ،و اسيد اسكوربيك بر هيپوكامپ )CPAيا  A1 )N6-cyclopentyladenosineي  محافظتي گيرندهثير أتي حاضر،  مطالعه

دقيقه بسته شدند.  15حيوان هاي كاروتيد مشترك  القاي ايسكمي، شريانبراي  گروه قرار گرفتند. 5صورت تصادفي در ه سر موش سوري نر ب 35تعداد  ها: روش
CPA 20روز پس از ايسكمي و دومي از دو هفته قبل تا يك هفته بعد از ايسكمي تزريق شدند. در روز  7روزانه و داخل پريتونئوم، اولي به مدت  اسيد اسكوربيك و 

 .بررسي شدند گذاره ا ميكروسكوپ الكترونيبو  تثبيت، آمادهها  مغز موش پس از القاي ايسكمي،

) و بر اساس TEMيا  Transmission electron microscopeگذاره ( ميكروسكوپ الكترونيهاي هيپوكامپ حيوانات با  بررسي فراساختار نورون ها: يافته
در گروه درمان  نشان داد. ريپرفيوژن -پس از آسيب ايسكمي هاي درماني در گروه ها را به ويژه ميتوكندري هاي درون سلولي بهبودي ارگانلمعيارهاي موجود، حفظ و 

  .تركيبي، اين حفاظت بيشتر ديده شد
  .شود هيپوكامپ مي CA1هاي  نورون آسيب و تخريبموجب كاهش  ،ريپرفيوژن -دنبال ايسكميه اسيد اسكوربيك ب و CPAتزريق داخل صفاقي  گيري: نتيجه

  ، اسيد اسكوربيك، فراساختارN6-cyclopentyladenosineهيپوكامپ، ، CA1ي  ناحيه ايسكمي، واژگان كليدي:

  
هاي  و اسيد اسكوربيك بر فراساختار نورون ي آدنوزين تأثير آگونيست گيرنده .زاده اكرم، كاتبي مجيدزماني محمد، سليماني منصوره، علي ارجاع:
  862-869): 439( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . ريپرفيوژن - هيپوكامپ به دنبال ايسكمي CA1ي  ناحيه

  
  مقدمه

 ناشـي از  جـدي در پزشـكي،   ي ، به عنوان يك مسـأله ايسكمي مغزي
مـرگ بافـت   است كـه باعـث   اكسيژن  ي ذخيره وكاهش جريان خون 

 ناشـي از در اثـر تغييـر ارتباطـات بيوشـيميايي و فيزيولوژيـك       مغزي
و  شـامل كـاهش انـرژي    ،. ايـن تغييـرات  شود مياختلال جريان خون 

هـوازي لاكتـات و تـورم     ، اسيدوز ناشي از توليد بيآسيب ميتوكندري
  .)1( باشند ميها و فشار به عروق مغزي  سيتآسترو

ها صرف حفظ گراديان يوني در طول غشـاي   انرژي نورون بيشتر
، اول بعد از توقـف جريـان خـون مغـزي     ي در دقيقه. شود سلولي مي

Adenosine triphosphate )ATP( ي ها ابتـدا بـه وسـيله    در نورون 
Adenosine diphosphate )ADP(ن ، فســــفات و فســــفوكراتي

فعاليـت پمـپ    وهـا   شود. بعد از دو دقيقه، انرژي نورون بازسازي مي
 گاه،  . آنيابد پتاسيم كاهش و پتاسيم به خارج سلول جريان مي -سديم
و غشـاي   بنـد يا مـي هاي سديم و كلرايد به داخل سـلول جريـان    يون

هاي  آنزيم ،مقادير بالاي كلسيم داخل سلولي شود. سلول دپولاريزه مي
هـاي سـلولي بـه خصـوص      ينئكند كـه پـروت   پروتوليتيك را فعال مي

 ـكن هــاي اســكلت سـلولي را تجزيــه مــي  ينئپـروت  د. تجمــع كلســيم، ن
و موجــب شكســته شــدن  نــدك مــيآنــدونوكلئازهاي هســته را فعــال 
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هـاي   آنـزيم  ،همچنـين  شـود.  ها و شروع روند آپوپتـوز مـي   كروماتين
پيدهاي غشاي سلولي حملـه و  كند كه به فسفولي فسفوليپاز را فعال مي
  ).2( شود آرشيدونيك مي موجب انتشار اسيد

براي پايداري غشاي سـلولي ضـروري اسـت.     ،اسيد آرشيدونيك
ريپرفيـوژن   -هاي ايسكمي نقش مهمي در تشديد آسيبآن آزاد شدن 

عـلاوه بـر    واثر مستقيم بـر ميتوكنـدري دارد    ،اسيد آرشيدونيك دارد.
هـاي آزاد   موجـب تشـكيل راديكـال    ،تنفسـي هاي  مهار مستقيم آنزيم

 Lactate dehydrogenase( آنزيم بزرگ لاكتات دهيدروژناز شود. مي
 ،بافتي يا خـوني  LDH كند. ) از غشاي آسيب ديده نشت ميLDHيا 

). 3( ريپرفيـوژن اسـت   -مرگ سلولي در طـول ايسـكمي   ي القا كننده
اين ترتيب كه در به  ؛مراتب بيشتر استه ب ،آسيب ناشي از ريپرفيوژن

سلولي  pHايسكمي، تجمع اسيد لاكتيك موجب كاهش  ي طول دوره
 يابد. دنبال ريپرفيوژن افزايش ميه شود كه ب مي

امـا منافـذ    ،شـود  كلسيم وارد ميتوكندري مـي  ،به محض ريپرفيوژن
مانـد. افـزايش    پايين بسته باقي مـي  ي خاطر اسيديتهه ب، نفوذپذيري گذرا

pH بسـته  اين منافذ را باز كند. اگر  ها آنتواند  مي ،ريپرفيوژن ي نتيجه در
شـود كـه بـا     هايي ايجـاد مـي   را ببندد، سلول ها بتواند آن ATPد يا نبمان

موجـب نكـروز    هـا،  آن باز بودن ،كافي ATPبدون  اما ،ميرند آپوپتوز مي
 Nicotinamide adenine dinucleotide hydrogen شـــود. مــي 

)NADH( و  دهـد  مـي در ريپرفيوژن با اكسيژن تازه واكنش  ،اكسيداز
 Proteins iron-sulfurكنـد. سـوپر اكسـيد بـا      سوپر اكسيد توليد مي

باعث تشكيل  و دوش ميها  دهد و موجب كاهش فعاليت آن واكنش مي
سوپر اكسيد با نيتريك اكسـيد واكـنش    شود. راديكال هيدروكسيل مي

 دهد.  تشكيل مي دهد و راديكال آزاد پروكسي نيتريت مي
كـه در حافظـه و    اسـت كليـدي مغـز    ي يـك ناحيـه   ،هيپوكامپ

جديد  ي مهمي در تشكيل حافظه همچنين، نقش يادگيري نقش دارد و
هيپوكامپ، شـامل  ). 4(كند  و تجزيه و تحليل اطلاعات فضايي ايفا مي

در  CA1 ي . ناحيـــهاســـت CA4و  CA1 ،CA2 ،CA3 نـــواحي
در مجاورت فيمبريا، فورنيكس  CA3 ي مجاورت سوبيكولوم و ناحيه

بخــش  CA2 ي ناحيــه ،كوروئيــدي قــرار دارد. همچنــين ي و شــبكه
نيـز در نـاف    CA4 ي باشـد و ناحيـه   مـي  CA3و  CA1كوچكي بين 

هاي پيراميدال ساختاري هرمي  دنتيت گيروس قرار گرفته است. سلول
  و  2هـاي   لايـه  الياف آوران به هيپوكامـپ از  ي بخش عمده). 5( دارند

رسـد.   آيد كه از طريق الياف پرفورانت بـه آن مـي   انتورينال مي قشر 3
 ).6( مركز اصلي حافظـه در مغـز هسـتند    ،هيپوكامپ و قشر انتورينال

پورينرژيـك اسـت كـه توزيـع      هاي ي گيرنده از خانواده A1ي  گيرنده
ــترده ــر بــدن  گس ــات اي در سراس ــدهدارد. ايــن  حيوان هــاي  گيرن

دهنـد   هاي مختلفي را بر روي سلول انجام مـي  گليكوپروتئيني فعاليت
، Cدنوزين سيكلاز، فسفوليپاز آه فعال كردن توان ب مي ،ن جملهآكه از 

كلـر و   ،هاي كلسـيم  جايي سديم و كلسيم و نيز اثر بر روي كانال جابه
  پتاسيم اشاره كرد.

در مسـيرهاي   ،هـا  دنوزين در ارتباط با سـاير هورمـون  آ ،همچنين
باعث  ،A1 ي گيرنده كند و نيز فعاليت تحريكي و يا مهاري شركت مي
شـود.   مـي  G ا بـه پـروتئين  ه ـ گيرندهكاهش و يا افزايش اتصال ساير 
حمـلات صـرعي    ي باعـث خاتمـه   ،آزادسازي درون سلولي آدنوزين

بــه عنــوان  ) CPA( N6-cyclopentyladenosine). 7( شــود مــي
و  كنـد  عمـل مـي   در مـوش  A1 ي گيرنده براي آگونيست اختصاصي

هـايي در مـوش صـورت     اد مـدل اغلب مطالعاتي كه با استفاده از ايج
در مطالعات  CPAشود. از  گيرد، با استفاده از اين دو ماده انجام مي مي

ي زيادي شده و بهترين آگونيست معرفي شده براي  هيپوكامپ استفاده
  ).8است ( 1ي آدنوزين نوع  گيرنده

 ،ايسـكمي  افزايش ميزان نوكلئوتيد آدنوزين خارج سلولي بعـد از 
در حـين   A1ي  گيرنـده  افـزايش بيـان ژن  شـد كـه   موضوع مطالعاتي 

نقـش  را نشان دادند. ايسكمي و كاهش بيان آن ژن در طي ريپرفيوژن 
فعال شده بر روي التهاب و نكروز و آپوپتـوز   A1هاي  گيرنده مهاري
نقـش  مطالعه شده است. اين مطالعـات،  هاي ايسكميك در كليه  سلول
هاي آزاد از روي ليپوساكاريدهاي  ها بر روي توليد راديكال گيرندهاين 

  ). 9( غشاي سلولي را نشان دادند ي تحريك شده
ــ ــالثير أت ــده محــافظتي ناشــي از فع ــوزين در  ي ســازي گيرن آدن
رسـيده  به اثبـات  مانند الزايمر و پاركينسون  هاي مخرب مغزي بيماري

 سـبب  مغـزي،  گلوبـال  ايسـكمي  است كه شده گفته است. همچنين،
 يادگيري قدرت كاهش و هيپوكامپ CA1 يراميدالپ هاي نورون مرگ

 مـدل  كـه  دادنـد  نشـان  شود. محققـين  مي موش در فضايي حافظه و
 ي ناحيـه  در وسـيع  نورودژنراسـيون  موجـب  مغـزي،  گلوبال ايسكمي

CA1 ،10شود ( مي نئوكورتكس و استرياتوم هيپوكامپ.(  
در  كاهش آپوپتوز سلولي بعـد از ايسـكمي ريپرفيـوژن   مطالعات 

كـاهش فعاليـت   ، A1ي  گيرنـده  بيـان ژن  به دنبال ي هيپوكامپ ناحيه
و افـزايش ميـزان پـروتئين     Baxو نيز كاهش ميزان پروتئين  3كاسپاز 

Bcl2 .در هنگام فعال شدن اين گيرنده را به اثبات رساند   
توانـد مـانع مـرگ     ي آدنـوزين، مـي   همچنين، آگونيست گيرنـده 

اي در  گيرانـه  قشر مغز گردد و اثر پـيش ي ايسكميك  هاي منطقه نورون
ــر ايســكمي مغــزي از خــود نشــان مــي  ــوژي ). 11دهــد ( براب فيزيول

هـاي   مكانيسـم  و هطور وسيعي در مغز بررسي شده ب A1هاي  گيرنده
هـاي   هـا و آنتاگونيسـت   مربوط به فعاليت اين دو گيرنده و آگونيسـت 

بـر نقـش    ها مورد آزمايش قرار گرفته اسـت و در نهايـت،   مختلف آن
هـاي اكسـيداتيو بـه خصـوص      هـا و اسـترس   ها در آسيب آن حفاظتي

در  Cزدايـي ويتـامين    . نقـش سـميت  )12ه اسـت ( كيد شدأتايسكمي 
ها قبل مـورد توجـه بـوده اسـت.      هاي آزاد، از مدت لارتباط با راديكا
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هاي  هاي ناشي از راديكال اولين مطالعات نشان داد كه اين ماده، آسيب
 ـ  اكسيدان نقش آنتيرساند.  كند و به حداقل مي آزاد را تعديل مي ه هـا ب

هـاي آزاد در سيسـتم عصـبي     در حذف راديكال Cخصوص ويتامين 
ه اسـت. نشـان داده شـده    ه اثبـات رسـيد  بهاي مبتلا به ديابت نيز  رت

در هنگام التهاب مغزي، به كنـدي قابـل عبـور از     Cاست كه ويتامين 
بيوسـنتز اسـيد اسـكوربيك يـا     ). 13-14مغـزي اسـت (   -سد خـوني 

گيـرد.   ها صورت مـي  نآيا مشتقات  از گلوكز و گالاكتوز و Cويتامين 
گلونولاكتـون   –Lنـزيم  آبـه دليـل فقـدان     ،انسانبدن در اين ويتامين 

گـرم   ميلـي  75بـه   روزانه ،بدن انسان). 15( شود ساخته نمي ،اكسيداز
باعث دفع از طريق آن بيش از اين مقدار، افزايش  نياز دارد. Cويتامين 
مناسبي از آن را  ي تواند ذخيره مي ،شود. رژيم غذايي مناسب ادرار مي

  ).16( براي شرايط بحراني در كبد فراهم آورد
هـاي هيپوكامـپ پـس از     با توجـه بـه اهميـت صـدمات نـورون     

زمـان   ريپرفيوژن، در اين مطالعه به بررسي اثـر تجـويز هـم    -ايسكمي
هـاي   و اسيد اسكوربيك بر فراساختار نـورون  A1ي  آگونيست گيرنده

  .آن پرداخته شده است
  

  ها روش
  بـا وزن   Bulb-cسـر مـوش سـوري نـر نـژاد       35 مدل بيولوژيـك: 

  روشـنايي و تـاريكي    ي تحت شرايط اسـتاندارد بـا دوره   رمگ 45-35
گراد با دسترسـي كامـل بـه     سانتي ي درجه 21 ± 3 ساعته و دماي 12

  مورد مطالعه قرار گرفتند. آب آشاميدني و غذاي كافي
از مركــز پــرورش حيوانــات  حيوانــات :بنــدي حيوانــات گــروه

صـورت تصـادفي   ه بآزمايشگاهي دانشگاه علوم پزشكي ايران تهيه و 
  گروه قرار گرفتند. 5در 

 سر موش 7 گروه شاهد:

ــكمي:  ــروه ايس ــوش  7گ ــر م ــا س ــه تحــت الق   ايســكمي ي ك
  .قرار گرفتند
زيـر   3طور تصادفي در ه موش كه ب Experimental: 21 گروه

  گيرد: گروه قرار مي
A گروه :Pre treatment از بعـد  هفته يك تا قبل هفته دو از كه 
 اسـيد  روزانـه  صـورت  بـه  كيلـوگرم /گرم ميلي 100 ميزان به ايسكمي

  )n=  7( كردند دريافت اسكوربيك
B گروه :Post treatment آگونيسـت  كيلـوگرم /گـرم  ميلـي  1 كه 
 دريافـت  روز 7 مدت به ايسكمي از بعد هفتم روز از را A1 ي گيرنده
  ).n=  7( كردند

C گروه :Pre & post treatment  اسـكوربيك  اسيد كه علاوه بر
را هم بعد از ايسكمي  A1 ي گيرنده قبل و بعد از ايسكمي، آگونيست

  ).n=  7كردند (دريافت 

ــدل ايســكمي ــاد م ــا اســتفاده از :ايج ــامين ب    )Ketamine( كت
گــرم بــراي هــر  ميلــي Xylazine( 10(گــرم و گــزيلازين  ميلــي 100

تحت شرايط  شدند. روي ميز ثابتو بيهوش  اتكيلوگرم وزن، حيوان
داده  يمتـر  سـانتي  5/1برشي  تراشيده وقسمت قدامي گردن  ،استريل

  بـراي   شـرياني هـاي   شريان كاروتيد مشترك دو طرف بـا كلمـپ   ،شد
دمـاي بـدن   . شـد  جريـان خـون برقـرار    ،سپس بسته شدند.دقيقه  15

  ).17( گراد حفظ شد ي سانتي درجه 20-24حيوان بين 
بالاي كتامين حيوان با دز  :به روش پرفيوژن )Fixationتثبيت (

گرم/كيلوگرم) به طور  ميلي 15(زيلازين گ) و گرم/كيلوگرك ميلي 150(
با بـرش ميـاني جـدار قـدامي شـكم، ديـافراگم و        شد. عميق بيهوش

 كــاتتر نمايــان شــد. داراي ضــربان هــا، قلــب خــارجي دنــده ي كنــاره
گرديـد و پـس از آن، برشـي در     بطن چـپ مخصوص پرفيوژن وارد 

آئـورت نزولـي بـا پـنس      روج خون ايجاد شـد. دهليز راست براي خ
سالين براي خارج كردن خون  سي نرمال سي 50-75 ،ابتداكلامپ شد. 

ــدت  ــه و ســپس 5-10در م ــد  ســي 75-100 ،دقيق   ســي پارافرمالدئي
، در مـدت  pH=  4/7بـا   مـولار  1/0درصد در محلول بافر فسفات  4

. پس از پايان پرفيـوژن، مغـز بـا    ه شدها عبور داد دقيقه از رگ 15-10
(تركيــب پارافرمالدئيــد و  Karnovsky'sدقــت خــارج و در محلــول 

  .ه شدقرار دادگلوتارالدئيد) 
پــس از  ):فراســاختاري ي مطالعــه(ميكروســكوپ الكترونــي 

به محلـول   براي مطالعات فراساختاري جدا شد و هيپوكامپ ،پرفيوژن
Karnovsky's  ي درجــه 4ســاعت در دمــاي   2و  گرديــدمنتقــل 

  انجام شد. 1طبق جدول مراحل  ،سپس .گراد نگهداري شد سانتي
براي پليمريزه شدن رزين به مـدت   گيري و ها قالب نمونه ،سپس

  .شدندنگهداري  گراد ي سانتي درجه Oven 60ساعت در  24
با اسـتفاده از اولتـرا    :)Semi thin( هاي نيمه نازك برش ي تهيه
 نانومتري تهيه گرديـد.  500هاي  برش ،)Leica. Ultracut( ميكروتوم

توسط چند قطره  ،سپس .دندخشك شو ها روي لام تميز منتقل  برش
بعـد از   .نددقيقـه رنـگ شـد    5به مدت  درصد 1رنگ تولوئيدين بلو 

لامل چسبانده و با ميكروسكوپ  شستشو با آب مقطر و خشك شدن،
  هـاي فـوق نـازك     تـا محـل مناسـب بـراي بـرش      شـد نوري مطالعـه  
  مشخص گردد.

بعد از تعيـين محـل    :)Ultrathin( هاي فوق نازك برش ي تهيه
نـانومتري   50-70هـاي   برش ،ها، توسط اولترا ميكروتوم مناسب برش
مش منتقـل و پـس از خشـك     200ها به گريدهاي  برش تهيه گرديد.

  :ندآميزي شد شدن به صورت زير رنگ
درجـه   50آميزي با اورانيل استات اشباع شده در اتـانول   رنگ -

 دقيقه 15به مدت 
  سه بار شستشو در آب مقطر -



 

  

  
www.mui.ac.ir  

و همكاران محمد زمانيهيپوكامپبراسكوربيكاسيدوآدنوزين يگيرنده آگونيستتأثير

 1396865وم شهريورسي/ هفته439ي/ شماره35سال–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

  ي بلوك براي مطالعه با ميكروسكوپ الكتروني . مراحل تهيه1جدول 
  تعداد تكرار  مدت زمان  نام مرحله ترتيب انجام كار

  بار 2  دقيقه 15 مولار1/0سالينشستشو با بافر فسفات  1
  بار 1  ساعت 5/1 %1تتراكسيد اسميوم  2
  بار 2  دقيقه 15 مولار1/0شستشو با بافر فسفات سالين  3
  بار 1  دقيقه 15 %50نوگيري با استآب  4
  بار 1  دقيقه 15 %70نوگيري با استآب  5
  بار 1  دقيقه 15 %90نوگيري با استآب  6
  بار 2  دقيقه 30 %100نوگيري با استآب  7
  بار 1  ساعت 1 1رزين-1نوتركيب است  8
  بار 1  ساعت2 2رزين-1نوتركيب است  9

  بار 1  تمام شب 2رزين-1نوتركيب است  10
  بار 1  ساعت 2 رزين كامل  11
  بار 1  ساعت 4 رزين كامل  12

  
 خشك شدن در هواي اتاق -
 دقيقه 20با سيترات سرب به مدت ميزي آ رنگ -
 سه بار شستشو در آب مقطر -
 خشك شدن در هواي اتاق -

ــي   ــكوپ الكترونــ ــا ميكروســ ــه بــ ــذاره مطالعــ    گــ
)Transmission electron microscope  يــاTEM:(  گريــدهاي

) Ziess ,EM 900گـذاره ( تهيه شده توسط ميكروسكوپ الكترونـي  
  مطالعه گرديد. ايراندانشگاه علوم پزشكي 

  
  ها افتهي

اند كـه يكپـارچگي و نظـم غشـاي هسـته و تـراكم        مطالعات نشان داده
هاي اطراف آن و نيز توزيع كروماتين در هنگام بروز ايسكمي، بـا   ارگانل

شود و  حالت طبيعي متفاوت است. در ايسكمي، غشاي هسته ملتهب مي
وند ش ها از اطراف هسته دور مي ريزد و ارگانل توزيع كروماتين به هم مي

ي حاضـر، بـه    ). در مطالعه1بيند (شكل  و به ويژه ميتوكندري آسيب مي
ويژه تغييرات ميتوكندري بر اسـاس معيارهـاي مـورد اسـتفاده در سـاير      

  ).2اند (جدول  )، بررسي و نتايج ارايه شده18تحقيقات (
  

  
هيپوكامپ  CA1 ي . فتوگراف از فراساختار سلولي نورون ناحيه1شكل 

ها در پايين ديده  ). هسته در بالا و ساير اندامكx 5213گروه ايسكمي (
شود. واكوئليزاسيون در هسته و سيتوپلاسم (پيكان تيره) و تخريب  مي

  شود. ها (پيكان سفيد) ديده مي شديد ميتوكندري
  

  )N6-cyclopentyladenosine )CPAو  Cريپرفيوژن و درمان با ويتامين  - ها به دنبال ايسكمي . تغييرات فراساختار ميتوكندري2جدول 
  تراكم ماتريكس  فضاي بين كريستاها نظم كريستاها  هاگروه
  طبيعي  طبيعي طبيعي  شاهد

  فقدان + + +  اتساع + + + پارگي + + +  ايسكمي
  فقدان ++  اتساع + پارگي + + Cدرمان با ويتامين 

  فقدان +  اتساع + پارگي ++ CPAدرمان با 
  فقدان +  -اتساع  پارگي +  CPAو  Cدرمان با ويتامين 

  CPA: N6-cyclopentyladenosine                      خفيف: +، متوسط: ++، شديد: +++
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هـاي هيپوكامـپ در    ي فراسـاختار نـورون   نتايج بررسي و مقايسه
دهد كـه بـه دنبـال     ريپرفيوژن نشان مي -و گروه ايسكمي گروه شاهد

 اين رويداد، تغييرات نكروتيك و آپوپتوتيك در هسـته و سيتوپلاسـم  
دهد كـه در   ). اين بررسي، نشان مي1دهد (شكل  ) رخ ميميتوكندري(

پارگي كريستاهاي ميتوكندري كمتـر بـود و   ، Cگروه درمان با ويتامين 
داد. در گروه درماني بـا   كمتري را نشان ميفضاي بين كريستاها اتساع 

CPAاتساع بين كريستاهاي ميتوكندري كمتر بـود و هـم تـراكم     ، هم
)، نظـم كريسـتاها و   2تر بود. در گروه تركيبي (شكل  ماتريكس طبيعي

 تـر ديـده شـد    فضاي بين كريستاها و ماتريكس به گروه شاهد نزديك
  .)3 شكل(

  

  
هيپوكامپ  CA1 ي سلولي نورون ناحيه . فتوگراف از فراساختار2شكل 

). هسته در بالا و ميتوكندري در پايين قرار x 12930گروه درمان تركيبي (
. ميتوكندري با شود دارد. غشاي هسته يكپارچگي دارد و التهابي ديده نمي

به حداقل رسيدن تأثير  ي شود كه نشان دهنده كريستاهاي منظم ديده مي
 و  Cزمان ويتامين  رها با مصرف همايسكمي بر روي اين ساختا

N6-cyclopentyladenosine )CPA است (پيكان قرمز غشاي (
  ).دهند هسته و پيكان سفيد كريستاهاي ميتوكندري را نشان مي

  
  بحث

ي كليـدي در مغـز اسـت و آسـيب آن پـس از       هيپوكامپ، يك ناحيه
كنـد.   ريپرفيوژن اختلال زيـادي در عملكـرد آن ايجـاد مـي     -ايسكمي

بررسي و تحقيق در مورد چگونگي محافظت و كاهش دادن صدمه به 
ريپرفيوژن اهميـت زيـادي دارد. در ايـن     -هيپوكامپ پس از ايسكمي

 -ي ايسـكمي  هاي حيواني موجـود بـراي مطالعـه    مطالعه، از ميان مدل
بستن  هاي كاروتيد مشترك استفاده شد. ريپرفيوژن، مدل انسداد شريان

 Contralateral carotid artery occlusion( دو كاروتيد مشترك هر
سـلولي گسـترده در    آسـيب موجـب   ،دقيقـه  15 بـه مـدت  ) CCOيا 

  .شود هيپوكامپ مي CA1 ي ناحيه

  
هيپوكامپ  CA1 ي . فتوگراف از فراساختار سلولي نورون ناحيه3شكل 

ها در اطراف آن قرار  ). هسته در مركز و ساير ارگانلx 5000گروه شاهد (
هاي سلولي حالت طبيعي دارند و  غشاي هسته و توزيع ارگانل دارند.

شود و توزيع كروماتين  واكوئليزاسيوني در هسته و سيتوپلاسم ديده نمي
ها طبيعي و سالم هستند  در هسته طبيعي است (پيكان تيره). ميتوكندري

  (پيكان سفيد).
  

ول هاي سل ترين ارگانل ها، از حساس اثبات شده است كه ميتوكندري
هـا از   هاي سلولي نظير ايسكمي، نظم كريسـتاهاي آن  هستند كه در آسيب

ي حاضر، بررسي  ). بنابراين، در مطالعه19شوند ( رود و تخريب مي بين مي
  ها در كنار وضعيت هسته صورت گرفت. دقيق ميتوكندري

در اين مطالعه، با تزريق اسكوربيك اسيد قبل از القاي ايسـكمي،  
ي آن در ايجاد تغييرات ناشي از ايسكمي بررسي شده  گيرانه نقش پيش

هـاي   اي نقـش ايـن ويتـامين در حفاظـت از نـورون      است. در مطالعه
هاي صحرايي مبتلا به ديابت در هنگـام ايسـكمي بـه     هيپوكامپ موش

، مكانيسم غالب در مورد ايـن عملكـرد را بـه    اثبات رسيد. دانشمندان
اي، ايـن   ). در مطالعـه 20دهنـد (  اكسيداني آن نسبت مـي  خاصيت آنتي

هـاي هيپوكامـپ بـه دنبـال ايسـكمي       ويتامين از كـاهش تعـداد نـورون   
). حفـظ يكپـارچگي غشـاي سـلولي و ممانعـت از      21جلوگيري كرد (

خصـوص   هـاي حسـاس سـلولي، بـه     آسيب به هسـته و سـاير ارگانـل   
  ).22اند ( اكسيداني اين ويتامين بر شمرده ها را از اثرات آنتي ميتوكندري

هاي مغـز   در حفاظت از نورون CPAدر يك تحقيق ديگر، نقش 
هاي صحرايي تازه متولد شده به اثبات رسيد و بيان شد كه ايـن   موش

از  Cو نيز مانع آزاد شـدن سـيتوكروم    3ماده، مانع فعال شدن كاسپاز 
). 23دهد ( شود و فرصت ترميم سلولي را افزايش مي ها مي كندريميتو

هـا در   در مطالعات گذشته، اثر اين ماده در جلوگيري از مـرگ سـلول  
) و نيز بيـان  24حالت هيپوكسي در قشر مغز نيز به اثبات رسيده بود (

ــه    ــود ك ــده ب ــي  CPAش ــش آنت ــز    داراي نق ــي ني ــيداني خفيف   اكس
  ).25هست (

هاي احتمالي نقـش ايـن گيرنـده را در غيـر      يمدر مجموع، مكانس
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از فضـاي بـين    Cو ممانعت از ورود سيتوكروم  3فعال كردن كاسپاز 
دو غشاي ميتوكنـدري بـه درون سيتوپلاسـم و جلـوگيري از شـروع      
واكنش آبشاري كاسپازها هـم از مسـير بـرون سـلولي بـا اسـتفاده از       

ابســته بــه هــاي مــرگ و هــم از طــرق مســير درون ســلولي و گيرنــده
  ). 26دانند ( و ميتوكندري مي Cسيتوكروم 

زمان از هر دو عامـل   ي هم در اين مطالعه، به بررسي تأثير استفاده
هاي هيپوكامپ پرداخته شد. با توجه به نتـايج بـه    بر فراساختار نورون

رفت آسيب نوروني به دنبال ايسكمي در گـروه   دست آمده، انتظار مي
داشـته باشـد    توجهي قابل كاهش Cويتامين و  CPAدرمان تركيبي با 

خواني داشت. با توجه به مطالعات انجام  كه با نتايج به دست آمده، هم
هـاي ايـن    هاي اين مواد و با توجـه بـه يافتـه    گرفته در مورد مكانيسم
اكســيداني و  رســد كــه تجميــع خــواص آنتــي مطالعــه، بــه نظــر مــي

بـه اثبـات رسـيده اسـت، در     ي اين دو ماده  آپوپتوتيكي كه درباره آنتي
هـاي زيـادي    تواند از آسـيب ديـدگي نـورون    هنگام بروز ايسكمي مي

هـاي آسـيب ديـده     جلوگيري كند و به دنبال آن، مانع از مرگ نـورون 
هـاي   ها، در واقع با حفظ فراساختار سلول شود. هر دوي اين مكانيسم

از  هـاي زيـادي   تواند باعث حفظ نورون هيپوكامپ، مي CA1ي  ناحيه
  شود. مرگ و حفظ عملكرد اين ناحيه از مغز مي

 از آگونيسـت  زمـان  ي هـم  اسـتفاده نهـايي ايـن كـه     گيـري  نتيجه
آسـيب و   باعـث كـاهش  توانـد   مـي  ،اسكوربيك اسيد و A1 ي گيرنده

در هنگـام  ها  به ويژه ميتوكندري آنها  نورون تغييرات فراساختاري در
  ..شود هيپوكامپ CA1ي  در ناحيهايسكمي 

  
  تشكر و قدرداني

پزشكي دانشگاه علوم پزشكي  ي اين مطالعه، با حمايت مالي دانشكده
ايران و در مركز تحقيقات سلولي و مولكولي آن دانشگاه انجـام شـده   

همكاران آن مراكـز   ي همه ي است. بدين وسيله، از همكاري صميمانه
 .شود تقدير و تشكر مي

  
References 
1. Lee JM, Grabb MC, Zipfel GJ, Choi DW. Brain 

tissue responses to ischemia. J Clin Invest 2000; 
106(6): 723-31. 

2. Dawson TM, Dawson VL, Snyder SH. A novel neuronal 
messenger molecule in brain: the free radical, nitric 
oxide. Ann Neurol 1992; 32(3): 297-311. 

3. Camarata PJ, Heros RC, Latchaw RE. "Brain attack": 
the rationale for treating stroke as a medical 
emergency. Neurosurgery 1994; 34(1): 144-57. 

4. Eichenbaum H. Hippocampus: cognitive processes 
and neural representations that underlie declarative 
memory. Neuron 2004; 44(1): 109-20. 

5. Buttner-Ennever J. The rat brain in stereotaxic 
coordinates. J Anat 1997; 191(Pt 2): 315–7. 

6. Taupin P. The hippocampus: Neurotransmission and 
plasticity in the nervous System. New York, NY: 
Nova Biomedical Books; 2008. 

7. Vollert C, Forkuo GS, Bond RA, Eriksen JL. Chronic 
treatment with DCPCX, an adenosine A(1) 
antagonist, worsens long-term memory. Neurosci Lett 
2013; 548: 296-300. 

8. Johansson B, Halldner L, Dunwiddie TV, Masino 
SA, Poelchen W, Gimenez-Llort L, et al. 
Hyperalgesia, anxiety, and decreased hypoxic 
neuroprotection in mice lacking the adenosine A1 
receptor. Proc Natl Acad Sci USA 2001; 98(16): 
9407-12. 

9. Modlinger PS, Welch WJ. Adenosine A1 receptor 
antagonists and the kidney. Curr Opin Nephrol 
Hypertens 2003; 12(5): 497-502. 

10. Kalogeris T, Baines CP, Krenz M, Korthuis RJ. 
Ischemia/Reperfusion. Compr Physiol 2016; 7(1): 
113-70. 

11. Sai K, Yang D, Yamamoto H, Fujikawa H, 
Yamamoto S, Nagata T, et al. A(1) adenosine 
receptor signal and AMPK involving caspase-9/-3 

activation are responsible for adenosine-induced 
RCR-1 astrocytoma cell death. Neurotoxicology 
2006; 27(4): 458-67. 

12. Zamani M, Soleimani M, Golab F, Mohamadzadeh F, 
Mehdizadeh M, Katebi M. NeuroProtective effects of 
adenosine receptor agonist coadministration with 
ascorbic acid on CA1 hippocampus in a mouse model 
of ischemia reperfusion injury. Metab Brain Dis 
2013; 28(3): 367-74. 

13. Wilson MK, Baguley BC, Wall C, Jameson MB, 
Findlay MP. Review of high-dose intravenous 
vitamin C as an anticancer agent. Asia Pac J Clin 
Oncol 2014; 10(1): 22-37. 

14. Hossein Hassanshahi G, Hassanshahi J, Zamani M, 
Hakimizadeh E, Soleimani M. Comparison of 
therapeutic effects of vitamin c and coq10 in reducing 
of damaged cells in mice hippocampus following 
ischemia-reperfusion. J Mazandaran Univ Med Sci. 
2012; 22 (94): 2-13. [In Persian]. 

15. Melani A, Pugliese AM, Pedata F. Adenosine 
receptors in cerebral ischemia. Int Rev Neurobiol 
2014; 119: 309-48. 

16. Shugalei I. Features of vitamin C metabolism and the 
functional status of the liver in alcoholism and 
alcoholic delirium in the stage of detoxification 
therapy. Zh Nevropatol Psikhiatr Im S S Korsakova 
1987; 87(2): 240-3. [In Russian]. 

17. Stafford A. Potentiation of adenosine and the adenine 
nucleotides by dipyridamole. Br J Pharmacol 
Chemother 1966; 28(2): 218-27. 

18. Zarch AV, Toroudi HP, Soleimani M, Bakhtiarian A, 
Katebi M, Djahanguiri B. Neuroprotective effects of 
diazoxide and its antagonism by glibenclamide in 
pyramidal neurons of rat hippocampus subjected to 
ischemia-reperfusion-induced injury. Int J Neurosci 
2009; 119(9): 1346-61. 



  

  

  
www.mui.ac.ir  

و همكاران محمد زمانيهيپوكامپبراسكوربيكاسيدوآدنوزين يگيرنده آگونيستتأثير

 1396وم شهريور سي / هفته439ي/ شماره 35سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  868 

19. Schmidt W, Reymann KG. Proliferating cells 
differentiate into neurons in the hippocampal CA1 
region of gerbils after global cerebral ischemia. 
Neurosci Lett 2002; 334(3): 153-6. 

20. Niwano Y, Saito K, Yoshizaki F, Kohno M, Ozawa 
T. Extensive screening for herbal extracts with potent 
antioxidant properties. J Clin Biochem Nutr 2011; 
48(1): 78-84. 

21. Miura S, Ishida-Nakajima W, Ishida A, Kawamura 
M, Ohmura A, Oguma R, et al. Ascorbic acid protects 
the newborn rat brain from hypoxic-ischemia. Brain 
Dev 2009; 31(4): 307-17. 

22. Frei B, England L, Ames BN. Ascorbate is an 
outstanding antioxidant in human blood plasma. Proc 
Natl Acad Sci USA 1989; 86(16): 6377-81. 

23. Cotter MA, Love A, Watt MJ, Cameron NE, Dines 
KC. Effects of natural free radical scavengers on 

peripheral nerve and neurovascular function in 
diabetic rats. Diabetologia 1995; 38(11): 1285-94. 

24. O'Neill MJ, Hicks CA, Ward MA, Osborne DJ, Wishart 
G, Mathews KS, et al. LY393615, a novel neuronal 
Ca(2+) and Na(+) channel blocker with neuroprotective 
effects in models of in vitro and in vivo cerebral 
ischemia. Brain Res 2001; 888(1): 138-49. 

25. Joshi VK, Sharma SK. Comparative fermentation 
behaviour, physico-chemical and sensory 
characteristics of plum wine as effected by type of 
preservative. Chemie, Mikrobiologie, Technologie 
der Lebensmittel 1995; 17(3-4): 65-73. 

26. Zamani M, Katebi M, Mehdizadeh M, Kafami L, 
Soleimani M. Combination therapy with A1 receptor 
agonist and vitamin C improved working memory in 
a mouse model of global ischemia-reperfusion. Basic 
Clin Neurosci 2013; 4(2): 111-6. 



  

 
1- Assistant Professor, Department of Anatomy, School of Medicine, Hormozgan University of Medical Sciences, Bandar Abbas, Iran 
2- Associate Professor, Cellular and Molecular Research Center AND Department of Anatomy, School of Medicine, Iran University of 
Medical Sciences, Tehran, Iran 
3- Assistant Professor, Cellular and Molecular Research Center, Shahrekord University of Medical Sciences, Shahrekord, Iran 
4- Associate Professor, Department of Anatomy, School of Medicine, Hormozgan University of Medical Sciences, Bandar Abbas, Iran 
Corresponding Author: Majid Katebi, Email: majidkatebi@gmail.com 
 

 

www.mui.ac.ir  

 1396869وم شهريورسي/ هفته439ي/ شماره35سال–مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Received: 16.05.2017
 

Vol. 35, No. 439, 3rd Week, September 2017 Accepted: 04.08.2017 
 

 
Effect of Adenosine Receptor Agonist and Ascorbic Acid on Ultrastructure of 

Hippocampal CA1 Neurons after Ischemia-Reperfusion Injury 
 

Mohammad Zamani1, Mansoureh Soleimani2, Akram Alizadeh3, Majid Katebi4 
 
Abstract 
Background: In brain ischemia, blood and oxygen supply decrease and after reperfusion, free radicals and reactive 
oxygen species (ROS) cause severe damage. As hippocampal injury after ischemia-reperfusion causes some 
complications, in this study we analyzed the effect of adenosine receptor agonist (N6-cyclopentyladenosine or 
CPA) and ascorbic acid on ultrastructure of hippocampal CA1 neurons after ischemia-reperfusion.  

Methods: 35 male rats in 5 groups were used. Ischemia-reperfusion performed by occlusion of common carotids 
for 15 minutes. CPA and ascorbic acids were intraperitoneally injected for 7 days after ischemia, and 2 weeks 
before and for 7 days after ischemia, respectively. After 20 days, brain samples were isolated, prepared, and 
assayed using transmission electron microscopy (TEM). 

Findings: Ultrastructure assay of hippocampal CA1 neurons after ischemia-reperfusion with transmission 
electron microscopy showed recovery of intracellular organelles particularly mitochondria of treated groups. In 
combination therapy, these improvements were better. 

Conclusion: Intraperitoneal injection of CPA and ascorbic acid after ischemia-reperfusion can reduce neural 
damage in CA1 region of hippocampus. 
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