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مقـاله تحقیقی 

بررسی استریولوژیک تجویز L-NAME بر تعداد و اندازه متوسط 
قطر پالپ‌های سفید طحال در موش صحرایی باردار

چکیده
زمينه: نيتريك اكسايد )Nitric oxide, NO( در كنترل بسياري از عملكردهاي فيزيولوژيك بدن شركت 
دارد و نقش آن در بسياري از فرايندهاي بيولوژيك در دست بررسي است. نیترکی اکساید مولکول 
L-Argi� از )Synthase, NOS(  کوچک چربی‌دوستی است که توسط آنزیم نیترکی اکساید سنتتاز 

nine،O2 و )Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, NADHP( سنتز می‌شود. این 
مولکول دارای فعالیت‌های گسترده بیولوژکیی در سیستم‌های مختلف  می‌باشد و در سیستم ایمنی هم 
نقش محافظتی و هم نقش سیتوتوکسکی دارد. مطالعه حاضر به منظور بررسی کمی پالپ‌های سفید در 
طحال موش صحرایی باردار پس از تجویز) L-NG-Nitroarginine Methyl Ester ,L-NAME( به 

عنوان مهارکننده سنتز نیترکی اکساید انجام گرفته است.
روش کار: 24 سر موش صحرایی ماده از جنس Sprague Dawley با وزن متوسط250-200 گرم و 
سن متوسط 8 هفته، پس از جفت‌گیری و مشاهده پلاک واژینال که به عنوان روز صفر حاملگی در نظر 
2 ml/kg گرفته می‌شد به سه گروه ‌8تایی تقسیم شدند. به غیر از گروه کنترل، بقیه گروه‌ها به ترتیب 

نرمال سالین، mg/kg 20 مـــاده  L-NAME به‌  صورت داخل صفاقی، در روزهای سوم، چهارم و 
پنجم حاملگی دریافت کردند. در روز هیجدهم بارداری، طحال موش‌ها خارج و در فرمالین 10 درصد 
نگهداری شده و پس از پاساژ بافتی و رنگ‌آمیزی هماتوکسیلین- ائوزین )H&E(، تغییرات ایجاد شده با 
مکیروسکوپ نوری مورد بررسی قرار گرفت. سپس مطالعات استریولوژکی از نظر تعداد و اندازه متوسط 

قطر پالپ‌های سفید به‌وسیله نرم افزار Image Tools III انجام شد. 
یافته‌ها: در بررسی‌های کمی  انجام شده بین گروه‌های مختلف، تعداد  پالپ‌های طحال موش‌های 
گروه دریافت کننده  L-NAME نسبت به بقیه گروه‌ها کاهش معنی‌داری را نشان داد )P>0/05(، ولی 
در اندازه پالپ‌های سفید در مقایسه با گروه نرمال سالین و کنترل تفاوت معنی داری از لحاظ آماری 

مشاهده نشد. 
نتیجه‌گیری: مطالعه حاضر نشان می‌دهد که مهار سنتز نیترکی اکساید توسط L-NAME بر پالپ‌های 

سفیدطحال موش باردار از نظر تعداد آن‌ها تأثیر داشته و باعث کاهش آن‌ها شده است.
واژگان کلیدی: نیترکی اکساید، پالپ‌ سفید طحال، موش صحرایی

دوره 38 - شماره 4 - زمستان 1399: 232-235
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مقدمه
نيتريك اكسايد يك مولكول با نيمه عمر كوتاه و به عنوان پيامبر داخل 
سلولي و بين سلولي عمل مي‌كند كه در بسياري از عملكرد‌هاي سلولي 
تنظيم فشار خون،  قلبي عروقي،  از جمله سيستم  ارگان‌هاي بدن  و 
تنظيم‌كنندگي انقباض عضلات صاف، سيستم ايمني و غيره دخالت 

دارد )1(.
این ماده در سيستم عروقي، تنظيم‌كننده تونوسيته رگ‌ها بوده و جريان 
خون را با فعال كردن گوانيلات سيكلاز محلول در  عضلات صاف 
 )NO(عروقي تنظيم مي‌كند. اختلال در توليد و انتقال نیترکی اکساید
منجر به اختلالات اندوتليال عروق مانند هيپرتانسيون، آترواسكلروز و 
غيره مي‌شود. از طرفي NO براي اتصال لكوسيت‌ها و تجمع پلاكتي 
سيتوكروم  مهار  با  را  ميتوكندري  اكسيژن  مصرف  و  است  ضروري 
اكسيداز C كنترل مي‌كند )NO .)2 به‌صورت اندوژن به‌صورت وسيع 
از راه‌هاي آنزيمي توليد مي‌شود، هر چند راه‌هاي توليد غيرآنزيمي نيز 
  )NO Synthase ,NOS( آنزيم  به‌وسيله   NO آنزيمي  تشكيل  دارد. 
كاتاليز مي‌شود كه همراه با تخريب  L-Arginine به نيتريك اكسايد 
Nicotinamide Adenine Di�( سيترولين در حضور اكسيژن و -L  و 

 L-Arginine بنابراين  است.   )nucleotide Phosphate, NADHP

همواره به‌عنوان پيش‌ساز آن مي‌باشد)4 و 3(.
،NOS3 يا   eNOS اندوتليال:   NOS از  عبارت   NOS ايزوفرم   سه 

 iNOS يا NOS2 القايي NOS و nNOS يا NOS1 :عصبي NOS

متوالي هستند كه  آنزيم‌هاي   NOS3 و   NOS1 از طرفی  مي‌باشند. 
مي‌شوند،  كنترل  سلولي  داخل  كلسيم/كالمودولين  سيستم  به‌وسيله 
القايي در سطح نسخه‌برداري ژن عمل مي‌كند و  NOS2 به‌صورت 
به‌صورت مستقل از Ca+2 و به‌وسيله ماكروفاژ و بافت‌هاي ديگر در 

پاسخ به ميانجي‌هاي التهابي بيان مي‌شود. 
 NOS عنوان  تحت  سنتاز  اكسايد  نيتريك  ايزوفرم  از  ديگر  نوع 
بررسي و مطالعه محققين مي‌باشد  ميتوكندريال mtNOS در دست 
)5 و 2(. توليد غيرآنزيمي NO شامل توليد آن از نيتريت‌ها از طريق 
راه‌هاي مختلفي است كه بيشتر در شرايط اسيدي مانند ايسكمي اتفاق 

مي‌افتد )6(.
اخيراً مشخص شده است كه NO مي‌تواند در مرحله بارداري بعنوان 

يك عامل بازدارنده رشد سلولي در تخمدان‌ها عمل كند )7(. 
نيتريـك اكسـايد مي‌تواند عامـل افزايش فعاليت سيسـتم ايمني بدن 
باشـد و سـبب افزايش تعداد گلبول‌هاي سـفيد و افزايش قدرت ايمني 
بـدن شـود )8(. هرچنـد تحقيقـات ديگـر نشـان مي‌دهد كـه افزايش 
ميـزان نيتريك اكسـايد مي‌تواند عامل مهمي در آسـيب بافتي باشـد. 
ديابـت اتوايميـون بـا فعاليـت ماكروفاژهـا و اثـرات سيتوتوكسـيك 
لنفوسـیت‌های T ناشـي از افزايـش ميزان NOS مي‌توانـد نمونه‌اي از 
آن باشـد )9(. يكي از عوامل شـناخته شـده در پاتوژنز بيماري آلزايمر، 
افزايش ترشـح اينترلوكين‌هاي IL6 و IL1 مي‌باشـد. نيتريك اكسـايد 

بـا كاهش ترشـخ IL6 مي‌تواند عاملي برای كاهش پيشـرفت بيماري 
آلزايمـر باشـد )10( طحال مسـئول دفاع غير اختصاصـي ميزبان بوده 
و به‌دليـل محتـواي پـر از فاگوسـيت و ارتبـاط مسـتقيم بـا جريـان 
خون نقشـي اساسـي در پاكسـازي و جريان ميكروارگانيسـم‌ها، ذرات 
)Lipo polysaccarhide ,LPS( و حتـي ملكول‌هـاي بـزرگ ماننـد 

ايفـا مي‌كند. لـذا مطالعات هيسـتولوژيك طحال برای بررسـي ارتباط 
و تأثيرات آندوتوكسـين‌ها و مكانيسـم‌هاي نيتريك اكسـايد بسـيار با 

اهميت مي‌باشـد)12 و 11(.
با توجه به اهميت و نقش نيتريك اكسايد در سيتم ايمني و التهابي 
بدن، استفاده از اين ملكول در درمان بسياري از بيماري‌هاي ايمني و 
اتوايميون توسط پژوهشگران در حال بررسي است. هدف از اين مطالعه 
بررسي اثرات نيتريك اكسايد و L-NAME بعنوان مهار كننده سنتز 
NO بر روي بافت طحال از نظر كمي و كيفي كه نقش زيادي در 

ايمني‌زايي و دفاع بدن دارد، مي‌باشد.  

روش‌ کار
) Experimental-Interventional(مطالعه حاضر از نوع تجربی-مداخله‌ای 
Sprague Daw� 24 سر موش صحرایی ماده از نژاد  می‌باشد که در آن 

ley با وزن متوسط250-200 گرم و سن متوسط 8 هفته تهیه شده 

شرایط  با  سازگازی  دانشگاه،  خانه  حيوان  محیط  به  انتقال  از  پس  و 
محیط )دسترسي مستقيم به غذا و آب، سيكل روشنايي و تاريكي 12 
واژینال  پلاک  مشاهده  و  جفت‌گیری  از  پس  گرفت.  ساعته( صورت 
که به عنوان روز صفر حاملگی در نظر گرفته می‌شد به‌طور تصادفی 
گروه  از  غیر  به  شدند.  تقسیم  تایی   8 گروه   3 به   )Randomized(

2  ml/kg ترتیب  به  گروه‌ها  بقیه  نکردند،  دریافت  چیزی  که   کنترل 
نرمال سالین و mg/kg 20 مـــاده  L-NAME خریداری شده از شرکت 
سیگمای آلمان )Sigma Co., Germany( به صورت داخل صفاقی، در 
روزهای سوم، چهارم و پنجم حاملگی دریافت کردند)7(. در روز هیجدهم 
بارداری، موش‌های صحرایی بیهوش شده و پس از قطع نخاع طحال آنها 
خارج و در فرمالین 10 درصد نگهداری و فکیس شد. پس از پاساژ بافتی و 
قالب‌گیری با پارافین، برش برداری توسط مکیروتوم چرخان به قطر 5 تا 
6 مکیرون انجام و رنگ‌آمیزی هماتوکسیلین- ائوزین )H&E( به‌منظور 
)Olympus, Japan( بررسی تغییرات ایجاد شده با مکیروسکوپ نوری 

مدل CX31 ساخت ژاپن صورت گرفت. در مرحله بعد لام‌های مورد نظر 
از هر گروه انتخاب و با بزرگنماییx 10 و x 40 از آن‌ها فتوگراف تهیه 
 Image شد. پس از آن مطالعات استریولوژکی وکمی به‌وسیله نرم افزار
Tools III برای بررسی تعداد پالپ سفيد )Number of Follicle( و 

اندازه متوسط قطر پالپ‌های سفید )Mean follicle diameter( صورت 
گرفت. سپس داده‌ها پس از ورود به نرم افزار SPSS نسخه 16 مورد آنالیز 
واریانس و Tukey test قرار گرفتند. از نظر آماري P>0/05  معنی‌دار در 

نظر گرفته شد.

بررسی تجویز L-NAME بر تعداد و اندازه پالپ‌های سفید طحال
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سید محمد حسین نوری موگهي و همکاران

یافته‌ها
الف- یافته‌های کیفی

 H&E آمیزی  رنگ  و  نوری  بامکیروسکپ  بررسی هیستولوژکی  در 
کاهش تعداد پالپ‌های سفید در گروهی که L-NAME دریافت کرده 
بودند نسبت به گروه کنترل و نرمال سالین مشهود بود )شکل شماره 

1 و 2(.
ب- یافته‌های کمی

از نظر کمی و آزمون واریانس کی طرفه مقایسه تعداد پالپ‌های سفید 
بود )P>0/05(. در  به طور کلی معنی‌دار  بررسی  در گروه‌های مورد 
بررسی دو متغیره Tukey Test نشان داده شد که رابطه معنی‌داری 
میان گروه L-NAME )میانگین 0/44 ±1/2( و گروه کنترل )میانگین 
)میانگین  نرمال‌سالین  و   L-NAME گروه  و   P>0/05 )3/2±0/44

2/8 ±0/83 ( P>0/05 وجود دارد )شکل 3(.
 )Mean follicle diameter( میانگین قطرهاي پالپ‌های سفید طحال
 )P>0/05( .در گروه‌های مورد بررسی تفاوت معنی‌داری را نشان نداد

)شکل 4(.

بحث و نتیجه‌گیری
مطالعه حاضر در بررسی نقش نیترکی اکساید در هیستولوژی طحال 
نشان داد که مهار سنتز نیتر‌کیاکساید توسط L-NAME و تزریق این 
ماده به‌صورت داخل صفاقی ممکن است سبب کاهش تعداد پالپ سفید 

طحال شود.
نیترکی اکساید در خلال پاسخ‌های ایمنی و التهابی نیز ساخته می‌شود که 
هنوز مطالعات زیادی در رابطه با آن در حال انجام است. نیترکی اکساید 
در پدیده‌های ایمونولوژکی به عنوان کی عامل توکسکی به دفاع در برابر 
ارگانیسم‌های عفونی پرداخته و از طرفی با القا و یا مهار آپوپتوز نقش 
کی تنظیمک‌ننده ایمنی )Immunoregulatory( را ایفا میک‌ند)13 و 12(.

مطالعات متعدد نشان‌دهنده اثر مهاری NO بر عملکرد سلولی و رشد 
سلولی می‌باشد، هرچند در شرایط اختصاصی می‌تواند اثر ضد آپوپتوزی 

داشته باشد)14(.
Kim و همکاران در مطالعه خود نشان دادند که القا و یا مهار آپوپتوز 

با نوع سلول‌ها دارد به‌طوریک‌ه ماکروفاژها، سلول‌های  ارتباط زیادی 
پانکراس و تیموسیت‌ها به صورت بارزتری نسبت به آپوپتوز ناشی از 

نیترکی اکساید حساس می‌باشند )15(.
در مطالعه حاضر نیز انتخاب طحال به دلیل وجود مقادیر فراوان ماکروفاژ 
و لنفوسیت در پارانشیم این عضو بوده که بررسی کمی آن‌ها می‌تواند 

بازتابی از ارتباط نیترکی اکساید در عملکرد ایمونولوژکی باشد. 
نیترکی اکساید فعالیت‌های مختلف رشد و مرگ سلول‌های ایمنی و 
ارائه دهنده  لنفوسیت‌های T، سلول‌های  از جمله ماکروفاژها،  التهابی 
و  نوتروفیل‌ها  ماست‌سل‌ها،   ،)Antigen presenting cell( آنتی‌ژن 

آمیزی  )رنگ  نشان می‌دهد  را   L-NAME گروه  پالپ سفید طحال در  شکل 1- 
)X 10 و بزرگنمایی H&E

شکل 2- پالپ سفید طحال در گروه نرمال سالین را نشان می‌دهد )رنگ آمیزی 
.)X 10 و بزرگنمایی H&E

گروه تحت مطالعه

معنی‌داری  آن  در  که  می‌دهد  نشان  را  مطالعه  تحت  مختلف  گروه‌هاي   -3 شکل 
 L-NAME گروه  همچنین  و   )P>0/05( کنترل  گروه  و   L-NAME گروه  میان 

  )Significant( معنی‌داری * )P>0/05( و گروه نرمال‌سالین )P>0/05(

گروه تحت مطالعه

شکل 4- قطر متوسط پالپ‌های سفید در گروه‌هاي مختلف تحت مطالعه را نشان 
می‌دهد.
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بررسی تجویز L-NAME بر تعداد و اندازه پالپ‌های سفید طحال

سلول‌های NK را تنظیم میک‌ند )16(.
لنفوسیت‌ها  دادند که  نشان  در مطالعه خود   )17( و همکاران  بوگدان 
آزاد کنند در حالیک‌ه ماکروفاژهای موش طی کی  را   NO می‌توانند
مکانیسم وابسته به NO موجب کاهش فعالیت لنفوسیت‌ها می‌شوند. 
یافته‌های آنان مؤید دخالت NO در نوعی ایمنی اختصاصی بود هرچند 
نقش دقیق آن تاکنون شناخته نشده است. شواهد زیادی در این زمینه 

بیانگر نقش NO در بروز التهابات مزمن و حاد می‌باشد. 
درمان با مهارکننده‌های نیترکی اکساید می‌تواند موجب درجاتی از کاهش 
 NO به عنوان پیش‌ساز L-Arginine التهاب حاد شود در حالیک‌ه تجویز

باعث تشدید التهاب می‌شود)17-19(.
 NO به عنوان ماده مهارک‌ننده L-NAME در مطالعه حاضر نیز تجویز
سبب کاهش در تعداد پالپ‌های سفید طحال شده که می‌تواند بیانگر 
کاهش فعالیت ایمنی و لنفوسیت‌ها باشد، هرچند در اندازه متوسط قطر 
پالپ‌های سفید اختلاف معنی‌داری بین گروه L-NAME و کنترل وجود 

نداشت.
در این مطالعه با استفاده از L-NAME )مهارکننده سنتز نیتر‌کیاکساید( 
سعی شده که شاخص‌های کمی در ایمنی‌زایی طحال یعنی تعداد و 
قطر متوسط پالپ‌های سفید آن‌ها با گروه کنترل مقایسه شوند. تعداد 

پالپ‌های سفید بطور معنی‌داری در گروه دریافتک‌ننده L-NAME در 
مقایسه با گروه کنترل و نرمال‌سالین به طور معني‌داري کاهش یافته 
بود )P>0/05( که می‌تواند بیانگر نقش ایمونوژنیسیتی نیترکی اکساید 
در طحال باشد. هرچند از نظر قطر متوسط پالپ‌های سفید بین سه گروه 

مورد مطالعه تغییر معنی‌داری مشاهده نشد.
ازآنجایی که موش‌های مورد استفاده در تجربه حاضر باردار بوده و در 
اواخر بارداری یعنی روز هیجدهم طحال آنها خارج و مورد مطالعه قرار 
گرفتند، ممکن است میزان نیترکی اکساید تغییر کرده باشد. همانطور که 
در بعضی از مطالعات تغییرات آن‌ را در اواخر ترم در شروع مراحل زایمان 
و تمایز سروکیس رحم مؤثر دانسته‌اند)20( حتی در مطالعه دیگر کاهش 
NO در مراحل پایانی بارداری را بعنوان عامل پیشبرد مراحل زایمان 

پیشنهاد  طرح  محدودیت‌های  از  کیی  عنوان  به  لذا  ذکرکرده‌اند)21(. 
می‌شود در مطالعات بعدی بررسی‌ها و تجویز در سه فاز ابتدایی، میانی و 

انتهایی بارداری صورت گیرد و به مقایسه آن‌ها پرداخته شود.
همچنین پیشنهاد می‌شود در مطالعات بعدی به بررسی شاخص‌های 
 IL1 ،IL6 ،IL8 ،INFɣ ایمونولوژکی نظیر اندازه‌گیری اینترلویکن‌های
و TNFα )12( متعاقب تزریق پیش‌ساز و مهارکننده نیترکی اکساید 

پرداخته شود.
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