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بررسی تاثیر EGCG بر بیان فاکتور ایمنی CXCL1 در بافت کبد رت‏های آزمایشگاهی سالمند
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مقدمه: سالمندی با تغییرات التهابی و کاهش کارایی سیستم ایمنی همراه است که می‌تواند منجر به بروز اختلالات عملکردی در بافت‌های مختلف از جمله کبد شود. CXCL1 به ‌عنوان یک کموکاین کلیدی در جذب نوتروفیل‌ها و تنظیم پاسخ‌های التهابی شناخته می‌شود. بر همین اساس، مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر اپی‌گالوکاتچین گالات (EGCG) بر بیان ژن CXCL1 در کبد رت‌های سالمند طراحی و اجرا گردید.
روش کار: در این پژوهش، تعداد 40 رت نر بالغ به ‌طور تصادفی در چهار گروه شامل: گروه کنترل، گروه دریافت‌کننده EGCG (گروه درمان 1)، گروه سالمند القا شده با دی‌گالاکتوز، و گروه سالمند تحت درمان با EGCG (گروه درمان 2) تقسیم شدند. EGCG به میزان mg/kg 50 به ‌صورت گاواژ خوراکی و به مدت چهار هفته تجویز گردید. پس از پایان دوره مداخله، نمونه‌برداری از بافت کبد انجام شد و میزان بیان ژن CXCL1 با استفاده از روش Real-Time PCR ارزیابی گردید. علاوه بر این، سطوح سیتوکین‌های التهابی TNF-α، IL-6 و MCP-1 با استفاده از روش الایزا اندازه‌گیری شد.
نتایج: یافته‌های این مطالعه نشان داد که بیان نسبی ژن CXCL1 در بافت کبد رت‌ها تحت شرایط درمانی مختلف تغییرات معنی‌داری داشت. در گروه سالمند، کاهش قابل توجه بیان ژن CXCL1 همراه با افزایش چشمگیر سیتوکین‌های التهابی TNF-α، IL-6 و MCP-1 مشاهده شد (001/0 > P). در مقابل، گروه درمانی 1 که EGCG دریافت کرده بود، بالاترین سطح بیان CXCL1 و کاهش قابل توجه سیتوکین‌های التهابی را نشان داد (001/0 > P)؛ همچنین در گروه درمانی 2، EGCG توانست تغییرات ناشی از سالمندی را تعدیل کرده و سطح سیتوکین‌ها را به محدوده طبیعی بازگرداند، به‌گونه‌ای که تفاوتی با گروه کنترل مشاهده نشد (05/0 < P).
نتیجه‌گیری: به ‌طور کلی، نتایج این پژوهش نشان می‌دهد که EGCG علاوه بر اثرات ضدالتهابی در شرایط سالم، قادر است پاسخ‌های التهابی ناشی از سالمندی را نیز خنثی و بازآرایی نماید. این ترکیب می‌تواند به ‌عنوان یک عامل طبیعی با خواص چندوجهی در تعدیل التهاب، تنظیم ایمنی و کاهش اثرات منفی سالمندی بر عملکرد کبد مطرح شود.
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Abstract 
Introduction: Aging is associated with inflammatory changes and reduced immune efficiency, which can lead to functional impairments in various tissues, including the liver. CXCL1 is recognized as a key chemokine involved in neutrophil recruitment and regulation of inflammatory responses. Accordingly, the present study was designed and conducted to investigate the effect of Epigallocatechin gallate (EGCG) on CXCL1 gene expression in the liver of aged rats.
Methods: In this study, 40 adult male rats were randomly assigned to four groups: control group, EGCG-treated group (treatment group 1), D-galactose-induced aging group, and aged rats treated with EGCG (treatment group 2). EGCG was administered orally by gavage at a dose of 50 mg/kg for four weeks. At the end of the intervention period, liver tissue samples were collected, and CXCL1 gene expression was evaluated using Real-Time PCR. In addition, the levels of inflammatory cytokines TNF-α, IL-6, and MCP-1 were measured using the ELISA method.
Results: The findings demonstrated significant differences in relative CXCL1 gene expression in liver tissue under different treatment conditions. In the aged group, a marked reduction in CXCL1 expression was observed, accompanied by a significant increase in inflammatory cytokines TNF-α, IL-6, and MCP-1 (P < 0.001). In contrast, the EGCG-treated group (Group 1) showed the highest level of CXCL1 expression and a significant reduction in cytokines (P < 0.001). Furthermore, in the aged rats treated with EGCG (Group 2), EGCG was able to modulate aging-related changes and restore cytokine levels to the normal range, with no significant difference compared to the control group (P > 0.05).
Conclusion: Overall, the results indicate that EGCG, in addition to its anti-inflammatory effects under normal physiological conditions, is capable of neutralizing and reprogramming aging-related inflammatory responses. This compound may serve as a natural agent with multifaceted properties in modulating inflammation, regulating immunity, and mitigating the adverse effects of aging on liver function.
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CXCL1 یک کموکاین متعلق به خانواده CXC است که نقش محوری در تنظیم پاسخ‌های ایمنی و فرآیندهای التهابی ایفا می‌کند. این مولکول که با نام آنکوژن آلفای تنظیم‌شده با رشد (GROα) نیز شناخته می‌شود، عمدتاً توسط ماکروفاژها، سلول‌های اپیتلیال و اندوتلیال در واکنش به محرک‌های پیش‌التهابی مانند اینترلوکین-1β  و فاکتور نکروز تومور-α ترشح می‌گردد (1). عملکرد اصلی CXCL1 جذب و فعال‌سازی نوتروفیل‌ها از طریق اتصال به گیرنده CXCR2 است؛ فرآیندی که موجب هدایت این سلول‌های ایمنی به محل‌های عفونت یا آسیب بافتی می‌شود (2). فراتر از نقش آن در دفاع میزبان، CXCL1 در رگ‌زایی، ترمیم زخم و بازسازی بافت نیز مشارکت دارد. با این حال، بیان نامنظم یا بیش ‌از حد آن در بیماری‌های التهابی مزمن، اختلالات قلبی–عروقی و پیشرفت سرطان گزارش شده است (3). افزایش سطح CXCL1 در بیماری‌هایی مانند آرتریت روماتوئید، پسوریازیس و انواع بدخیمی‌ها مشاهده شده و در این شرایط با تقویت رگ‌زایی و نفوذ سلول‌های ایمنی، رشد و متاستاز تومور را تسهیل می‌کند (4). در زمینه سالمندی، CXCL1 با پدیده‌ی «پیری التهابی»(inflamm-aging) مرتبط است؛ حالتی از التهاب مزمن درجه ‌پایین که در آسیب‌های بافتی مرتبط با سن و افزایش حساسیت به بیماری‌ها نقش دارد (5). به دلیل این کارکردهای متنوع، CXCL1 هم به ‌عنوان یک نشانگر زیستی فعالیت التهابی و هم یک هدف درمانی بالقوه مطرح است. در همین راستا، تحقیقات در حال بررسی راهبردهایی برای مهار CXCL1 یا گیرنده‌ آن CXCR2 هستند تا از طریق کاهش التهاب بیش‌ازحد، پیشرفت بیماری‌های التهابی و توموری کنترل شود (6).
اپی‌گالوکاتچین گالات (EGCG) فراوان‌ترین و از نظر زیستی فعال‌ترین کاتچین موجود در چای سبز است که به دلیل طیف گسترده‌ای از خواص دارویی مورد توجه قرار گرفته است (7). از نظر ساختاری، این ترکیب پلی‌فنولی با دارا بودن گروه‌های هیدروکسیل متعدد و بخش گالات، ظرفیت آنتی‌اکسیدانی بالایی ایجاد می‌کند (8). EGCG با مهار رادیکال‌های آزاد و تعدیل مسیرهای سیگنالینگ سلولی نظیر NF-κB، MAPK و STAT، اثرات آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی قابل ‌توجهی اعمال کرده و تولید سیتوکین‌های پیش‌التهابی را سرکوب می‌نماید (9). علاوه بر این، مطالعات نشان داده‌اند که EGCG قادر است تکثیر سلول‌های توموری را مهار کند، فرآیند آپوپتوز را القا نماید و در رگ‌زایی اختلال ایجاد کند؛ ویژگی‌هایی که آن را به یک عامل ضدسرطان امیدوارکننده تبدیل کرده است (10, 11). فراتر از نقش ضدسرطانی، EGCG با بهبود حساسیت به انسولین و تنظیم متابولیسم لیپید، در کنترل فرآیندهای متابولیک مؤثر است و از طریق کاهش آسیب اکسیداتیو و تعدیل آبشارهای سیگنالینگ سلولی، پتانسیل محافظت عصبی را نیز نشان می‌دهد (12).
با وجود این مزایا، کاربرد بالینی EGCG به دلیل فراهمی زیستی پایین آن محدود است؛ چرا که این ترکیب در روده و کبد تحت متابولیسم گسترده‌ای شامل گلوکورونیداسیون، متیلاسیون و اتواکسیداسیون قرار می‌گیرد. علاوه بر این، EGCG اثرات وابسته به دوز دارد: در غلظت‌های پایین به ‌عنوان یک آنتی‌اکسیدان عمل می‌کند، در حالی که در غلظت‌های بالا می‌تواند به ‌عنوان یک پرواکسیدان عمل کرده و گونه‌های فعال اکسیژن (ROS) تولید کند که منجر به آپوپتوز یا اتوفاژی می‌شوند (13). به دلیل این ماهیت دوگانه، EGCG هم به‌ عنوان یک ترکیب محافظتی و هم به‌ عنوان یک ابزار درمانی بالقوه مطرح است. تحقیقات جاری بر راهبردهای نوین برای بهینه‌سازی تحویل EGCG و بهره‌برداری از ظرفیت درمانی آن در شرایطی مانند بیماری‌های قلبی–عروقی، سرطان، دیابت و التهاب مرتبط با سالمندی متمرکز شده‌اند (14).
با وجود شواهد گسترده در مورد اثرات ضدالتهابی EGCG، نقش دقیق این ترکیب در تنظیم بیان کموکاین‌هایی مانند CXCL1، به ‌ویژه در بافت کبد و در شرایط سالمندی، هنوز به ‌طور کامل روشن نشده است. کبد به‌ عنوان یکی از اندام‌های مرکزی در تنظیم پاسخ‌های ایمنی، در دوران سالمندی نسبت به فرآیندهای التهابی آسیب‌پذیرتر می‌شود. ازاین‌رو، بررسی اثر EGCG بر بیان CXCL1 در بافت کبد می‌تواند به درک بهتر نقش این ترکیب در کاهش التهاب مزمن کمک کرده و چشم‌اندازی برای بهبود وضعیت سلامت در دوران سالمندی فراهم آورد. بر همین اساس، مطالعه حاضر با هدف ارزیابی اثر EGCG بر بیان CXCL1 در کبد رت‌های سالمند طراحی شده است تا نقش بالقوه آن در کنترل التهاب، ارتقای عملکرد ایمنی و پیشگیری از بیماری‌های مرتبط با پیری مورد بررسی قرار گیرد.
مواد و روش ها
نمونه‏های پژوهش
به منظور انجام این مطالعه تجربی، از ۴۰ رت نر نژاد ویستار با سن تقریبی ۸ تا ۱۰ هفته و وزن ۲۰۰ تا ۲۲۰ گرم استفاده شد. حیوانات از مؤسسه انستیتو پاستور ایران تهیه و در آزمایشگاه رازی واحد شوشتر تحت شرایط استاندارد نگهداری شدند. برای ایجاد مدل سالمندی، حیوانات به مدت ۹ هفته روزانه ۱۰۰ میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن دی‌گالاکتوز محلول در سالین به‌ صورت تزریق درون‌ صفاقی دریافت کردند. پس از این مرحله، رت‌ها به‌ طور تصادفی به ۴ گروه (هر گروه شامل ۱۰ حیوان) تقسیم شدند: گروه کنترل شامل حیواناتی که تنها در شرایط استاندارد آزمایشگاهی نگهداری شدند، گروه درمان ۱ شامل رت‌هایی که EGCG (محصول شرکت Sigma، آمریکا) را به میزان mg/kg/day ۵۰ به ‌صورت گاواژ و به مدت ۴ هفته دریافت کردند، گروه سالمند شامل حیواناتی که به مدت ۹ هفته تزریق درون ‌صفاقی دی‌گالاکتوز دریافت کردند، و گروه درمان ۲ شامل حیواناتی که پس از ۹ هفته تزریق دی‌گالاکتوز، EGCG را به میزان  mg/kg/day۵۰ به مدت ۴ هفته دریافت نمودند.
در پایان دوره ۲۸ روزه تیمار، حیوانات به مدت ۱۲ ساعت ناشتا نگه داشته شدند. سپس هر رت پیش از بیهوشی توزین شد و در دسیکاتور شیشه‌ای حاوی پنبه آغشته به داروی کتامین (Bramer، آلمان) و زایلازین (Alfasan، هلند) بیهوش گردید. پس از بیهوشی، کبد حیوانات به ‌سرعت خارج شده، با سرم فیزیولوژی شستشو داده شد و پس از خشک‌کردن سطحی با کاغذ صافی، در دمای °C80- برای ارزیابی بیان ژن نگهداری شد.
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پس از برداشت بافت‌های کبد، نمونه‌ها تمیز شده و در محلول نمکی نرمال سرد شستشو داده شدند. سپس بافت‌ها در محلول کلرید پتاسیم 15/1% (w/v) حاوی ۱ میلی‌مول در لیتر فنیل‌متیل‌سولفونیل فلوراید (PMSF) همگن گردیدند. همگنات به مدت ۱۵ دقیقه با سرعت ۳۰۰۰ دور در دقیقه سانتریفیوژ شد و محلول رویی به ‌وسیله فیلتر غشایی 2/0 میکرومتری صاف گردید. فیلتراسیون حاصل برای اندازه‌گیری سیتوکین‌های TNF-α، IL-6 و MCP-1 (شرکت پیشگامان پژوهش آناهیتا، ایران) مورد استفاده قرار گرفت. سنجش این فاکتورها با روش الایزا (ELISA) و با بهره‌گیری از کیت‌های تجاری، مطابق دستورالعمل سازنده انجام شد.
ارزیابی بیان ژن های CXCL1
[bookmark: _Toc136802708][bookmark: _Toc202482577]برای استخراج RNA، ابتدا بافت‌های کبدی نمونه‌ها در نیتروژن مایع به ‌طور کامل لیز شدند تا تخریب آنزیمی به حداقل برسد. سپس فرآیند استخراج RNA با استفاده از کیت تجاری (پارس طوس، ایران) مطابق دستورالعمل سازنده انجام گردید. به ‌منظور ارزیابی کمیت RNA استخراج‌ شده، از دستگاه نانودراپ استفاده شد که نسبت جذب در طول‌ موج‌های 260 و 280 نانومتر را اندازه‌گیری می‌کند. نسبت A260/A280 در محدوده 8/1 تا 0/2 به‌ عنوان شاخصی از خلوص مناسب RNA در نظر گرفته شد. برای بررسی کیفیت و یکپارچگی RNA ژنومی، نمونه‌ها بر روی ژل آگارز 1% تحت شرایط الکتروفورز قرار گرفتند و الگوهای باندی حاصل مورد ارزیابی قرار گرفت. پس از تأیید کیفیت RNA، سنتز cDNA با استفاده از کیت سنتز مکمل (پارس طوس، ایران) طبق دستورالعمل شرکت انجام شد.
جهت انجام واکنش Real-Time PCR، طراحی پرایمرهای اختصاصی برای ژن هدف (CXCL1) و ژن مرجع (GAPDH) با استفاده از پایگاه داده NCBI و نرم‌افزار OLIGO 5 صورت گرفت (جدول 1). برای بهینه‌سازی شرایط واکنش، تمامی اجزای مورد نیاز شامل غلظت پرایمرها، MgCl₂، و دماهای چرخه‌های حرارتی در محدوده‌های مختلف آزمایش شدند تا بهترین شرایط تکثیر انتخاب گردد.
پس از اجرای واکنش‌های Real-Time PCR و تعیین مقادیر Cycle Threshold (CT) برای ژن هدف و ژن مرجع، میزان بیان نسبی ژن‌ها با استفاده از روش ΔΔCT (Fold Change) محاسبه شد. این روش امکان مقایسه تغییرات بیان ژن CXCL1 نسبت به ژن مرجع GAPDH را در شرایط آزمایشی مختلف فراهم ساخت و نتایج به ‌صورت میانگین سه تکرار مستقل گزارش گردید.
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	Gene Name
	Sequence
	Length (bp)

	GAPDH-rat-F
	AGGTCGGTGTGAACGGATT
	130

	GAPDH-rat-R
	TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
	

	CXCL1-rat-F
	TGAGAGTGGCCCACACTTCA
	144

	CXCL1-rat-R
	AGCAGACTAGGGAGTGAGAGAC
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کلیه داده‌های حاصل از آزمایش‌ها با استفاده از نرم‌افزار GraphPad Prism مورد تحلیل آماری قرار گرفتند. برای مقایسه گروه‌ها، از آزمون آنالیز واریانس یک‌طرفه (One-way ANOVA) استفاده شد و در صورت مشاهده اختلاف معنی‌دار، آزمون Tukey’s post hoc به‌ منظور تعیین تفاوت‌های بین‌گروهی به کار گرفته شد. نتایج به‌صورت میانگین ± خطای استاندارد میانگین (Mean ± SEM) گزارش گردید. در تمامی مراحل، سطح معنی‌داری آماری برابر با 05/0 p < در نظر گرفته شد.
یافته‎ها
یافته‌های حاصل از این مطالعه نشان داد که بیان نسبی ژن CXCL1 در بافت کبد رت‌ها تحت شرایط درمانی مختلف، تفاوت‌های معنی‌داری در سطح آماری 05/0 >  Pداشت. به‌ طور مشخص، سطح بیان ژن CXCL1 در گروه سالخورده به ‌طور معنی‌داری کمتر از گروه کنترل و همچنین گروه‌های درمانی 1 و 2 مشاهده شد (001/0 > P). این کاهش بیان در گروه سالخورده بیانگر اثرات منفی فرآیند سالمندی بر تنظیم ژن‌های التهابی است.
از سوی دیگر، گروه درمانی 1 بالاترین میانگین سطح بیان ژن CXCL1 را در مقایسه با سایر گروه‌ها نشان داد (001/0 > P)، که حاکی از اثر تقویت ‌کننده و قابل توجه ترکیب EGCG در شرایط فیزیولوژیک سالم می‌باشد. در مقابل، گروه درمانی 2 در مقایسه با گروه کنترل تفاوت معنی‌داری در سطح بیان ژن CXCL1 نشان نداد (05/0 < P). این یافته بیانگر آن است که EGCG توانسته اثرات التهابی ناشی از سالمندی را تعدیل و خنثی نماید. در نهایت، گروه سالخورده القای شدید ژن CXCL1 را در شرایط التهاب ناشی از سالمندی نشان نداد، که می‌تواند به‌ عنوان شواهدی از تغییرات تنظیمی در مسیرهای التهابی مرتبط با افزایش سن تلقی گردد (نمودار 1).
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اندازه‌گیری سیتوکین‌های TNF-α، IL-6 و MCP-1 در گروه‌های مختلف آزمایشی نشان داد که الگوی بیان این فاکتورهای التهابی تحت شرایط درمانی متفاوت، تغییرات قابل توجهی داشته است. در گروه کنترل، که حیوانات تنها در شرایط استاندارد آزمایشگاهی نگهداری شدند، سطح سیتوکین‌ها در محدوده فیزیولوژیک طبیعی قرار داشت و به‌ عنوان مبنای مقایسه در نظر گرفته شد.
در گروه درمانی 1، که رت‌ها ترکیب EGCG دریافت کردند، کاهش معنی‌داری در سطح سیتوکین‌های TNF-α، IL-6 و MCP-1 نسبت به گروه کنترل مشاهده شد (001/0 > P). این یافته نشان‌ دهنده اثر ضدالتهابی قوی EGCG در شرایط فیزیولوژیک سالم است.
در گروه سالمند، افزایش قابل توجهی در بیان TNF-α، IL-6 و MCP-1 نسبت به گروه کنترل مشاهده گردید (001/0 > P). این افزایش بیان سیتوکین‌ها بیانگر القای پاسخ التهابی ناشی از فرآیند سالمندی و استرس اکسیداتیو القا شده توسط دی‌گالاکتوز است.
در گروه درمانی 2، سطح سیتوکین‌های TNF-α، IL-6 و MCP-1 کاهش یافت و تفاوت معنی‌داری با گروه سالمند نشان داد (01/0 > P). با این حال، مقادیر این سیتوکین‌ها در گروه درمانی 2 نسبت به گروه کنترل تفاوت معنی‌داری نداشت (05/0 < P). این یافته نشان می‌دهد که EGCG توانسته اثرات التهابی ناشی از سالمندی را تعدیل کرده و سطح سیتوکین‌ها را به محدوده طبیعی بازگرداند. به ‌طور کلی، نتایج این مطالعه نشان داد که EGCG در شرایط سالم اثر ضدالتهابی بارزی دارد و در شرایط القای سالمندی نیز قادر است پاسخ‌های التهابی ناشی از افزایش سن را خنثی نماید (جدول 2).
جدول 2. مقایسه شاخص‏های التهابی در گروه‏های مختلف درمانی (Mean ± SEM)
	گروه آزمایشی
	TNF-α (pg/ml) 
	IL-6 (pg/ml) 
	MCP-1 (pg/ml) 

	کنترل
	1/2 ± 2/35
	8/2 ± 5/42
	9/1 ± 7/28

	درمان 1 
	7/1 ± 4/22
	0/2 ± 6/25
	5/1 ± 9/18

	سالمند 
	5/3 ± 9/68
	1/4 ± 2/75
	2/3 ± 8/59

	درمان 2
	4/2 ± 7/37
	7/2 ± 1/44
	0/2 ± 5/30

	آماره آزمون
	6/15
	9/18
	3/12

	P-value
	001/0
	001/0
	01/0



بحث 
با توجه به این‌که اثرات ضدالتهابی EGCG در تنظیم بیان کموکاین‌هایی مانند CXCL1، به ‌ویژه در بافت کبد و در شرایط سالمندی، تاکنون به ‌طور کامل مشخص نشده است، در این مطالعه اثر EGCG بر بیان CXCL1 در کبد رت‌های سالمند مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بیان ژن CXCL1 و همچنین سطوح سیتوکین‌های التهابی TNF-α، IL-6 و MCP-1 در بافت کبد تحت شرایط مختلف آزمایشی تغییرات قابل توجهی داشت. در گروه سالمند، کاهش معنی‌دار بیان ژن CXCL1 همراه با افزایش چشمگیر سیتوکین‌های التهابی مشاهده شد؛ یافته‌ای که بیانگر اثرات منفی فرآیند سالمندی و استرس اکسیداتیو بر تنظیم پاسخ‌های ایمنی است. در مقابل، گروه درمانی 1 که EGCG دریافت کرده بود، بالاترین سطح بیان CXCL1 و کاهش قابل توجه سیتوکین‌ها را نشان داد، که حاکی از اثر تقویت ‌کننده و ضدالتهابی EGCG در شرایط فیزیولوژیک سالم می‌باشد. همچنین در گروه درمانی 2، EGCG توانست تغییرات ناشی از سالمندی را تعدیل کرده و سطح سیتوکین‌ها را به محدوده طبیعی بازگرداند، به‌گونه‌ای که تفاوتی با گروه کنترل مشاهده نشد. این یافته‌ها به‌ طور کلی نشان می‌دهد که EGCG علاوه بر اثرات ضدالتهابی در شرایط سالم، قادر است پاسخ‌های التهابی ناشی از سالمندی را نیز خنثی و تنظیم نماید.
CXCL1 یک کموکاین کلیدی با نقش اصلی در جذب نوتروفیل‌ها است که عمدتاً از طریق گیرنده CXCR2 سیگنال‌دهی می‌کند. اختلال در تنظیم این محور کموکاینی با بروز التهاب مزمن و پیشرفت تومور ارتباط دارد؛ دو فرآیندی که به ‌طور مستقیم با زیست‌شناسی پیری و پدیده‌ی «التهاب‌زایی مرتبط با سالمندی» تلاقی دارند (15). در همین راستا، Korbecki و همکاران اهمیت CXCL1 را در هدایت نوتروفیل‌ها و تنظیم پاسخ‌های ایمنی ذاتی برجسته کرده‌اند (6). در مطالعه حاضر نشان داده شد که بیان ژن CXCL1 در گروه سالمند به طور معناداری کاهش یافته است؛ یافته‌ای که می‌تواند به تضعیف پاسخ‌های ایمنی اولیه و کاهش ظرفیت ترمیم بافتی در این گروه منجر شود. این نتیجه با مفهوم التهاب‌زایی مرتبط با سالمندی همخوانی دارد، جایی که تغییرات در شبکه کموکاینی و جذب نوتروفیل‌ها نقش مهمی در حفظ ریزمحیط‌های التهابی ایفا می‌کنند. مطالعات پیشین نیز اهمیت محور IL-6/CXCL1 را در بیماری‌های التهابی برجسته کرده‌اند؛ به‌ طور مثال، Liu و همکاران نشان دادند که افزایش IL-6 و CXCL1 در اوتیت میانی همراه با افیوژن با فعال‌سازی مسیرهای NLRP3 و NF-κB همراه است و مهار IL-6 می‌تواند این چرخه التهابی را کاهش دهد. این شواهد نشان می‌دهد که تغییرات در CXCL1 نه تنها در سالمندی بلکه در بیماری‌های التهابی دیگر نیز نقش محوری دارد (16). از سوی دیگر، یافته‌های ما نشان داد که EGCG قادر است بیان CXCL1 را افزایش دهد و عملکرد ایمنی کبد را بهبود بخشد. این نتیجه با مطالعات متعدد همخوانی دارد که EGCG را به‌ عنوان یک تعدیل‌ کننده ایمنی و آنتی‌اکسیدان قدرتمند معرفی کرده‌اند. به ‌عنوان نمونه، Adamcakova و همکاران اثرات EGCG را در مدل سیلیکوزیس ریوی بررسی کردند و نشان دادند که این ترکیب می‌تواند التهاب و فیبروز را کاهش دهد (17). همچنین نخعی و همکاران گزارش کردند که EGCG توانایی تمایز مونوسیت‌ها به سلول‌های دندریتیک تولروژنیک را دارد و در تنظیم ایمنی نقش ایفا می‌کند (18). علاوه بر این، محسن‌زاده و همکاران نشان دادند که EGCG اثرات مضر بیسفنول Aرا از طریق کاهش استرس اکسیداتیو و تنظیم مسیرهای سیگنالینگ انسولین تعدیل می‌کند. این شواهد همگی بر نقش چندوجهی EGCG در تعدیل پاسخ‌های ایمنی و کاهش آسیب‌های التهابی تأکید دارند (19). بنابراین با توجه به مطالعه حاضر، افزایش CXCL1 پس از تجویز EGCG در گروه درمانی 2 بیانگر اثر محافظتی این ترکیب در بازگرداندن عملکرد ایمنی کبد است. این یافته با مطالعات Yao و همکاران (20) و Jiang و همکاران (21) همخوانی دارد که تغییرات ساختاری و عملکردی کبد در سالمندی را به ‌عنوان زمینه‌ساز بیماری‌های مرتبط با سن معرفی کرده‌اند. با این حال، باید به جنبه‌های دوگانه CXCL1 توجه داشت. اگرچه افزایش CXCL1 می‌تواند ایمنی ذاتی و پاکسازی عوامل آسیب‌زا را تقویت کند، اما در برخی شرایط پاتولوژیک مانند کارسینوم هپاتوسلولار (HCC)، CXCL1 با افزایش مهاجرت سلولی و تحریک آنژیوژنز نقش منفی ایفا می‌کند (22). همچنین، Al Aameri و همکاران نشان دادند که افزایش CXCL1 در سمیت ناشی از سیس‌پلاتین با آسیب شنوایی مرتبط است و مهار CXCR2 می‌تواند اثرات محافظتی قابل توجهی داشته باشد (23). بنابراین، افزایش CXCL1 توسط EGCG ممکن است اثرات متناقضی داشته باشد و نیازمند بررسی دقیق‌تر در زمینه‌های مختلف بالینی است.
یافته‌های مطالعه حاضر نشان داد که در گروه سالمند افزایش معناداری در سطح سیتوکین‌های التهابی TNF-α، IL-6 و MCP-1 وجود داشت؛ تغییری که بیانگر فعال شدن مسیرهای التهابی و اختلال در تنظیم ایمنی ذاتی در فرآیند سالمندی است. در مقابل، تجویز EGCG در گروه‌های درمانی توانست کاهش چشمگیر این سیتوکین‌ها را ایجاد کند و در گروه درمانی دوم سطح آن‌ها را به محدوده طبیعی بازگرداند. این یافته‌ها نشان می‌دهد که EGCG علاوه بر اثرات ضدالتهابی در شرایط فیزیولوژیک طبیعی، قادر است پاسخ‌های ایمنی مختل ‌شده در سالمندی را نیز بازآرایی نماید و بهبود عملکرد ایمنی را تسهیل کند. مطالعات پیشین نیز این نتایج را تأیید کرده‌اند. به ‌طور مثال، Yang و همکاران نشان دادند که EGCG با تنظیم مسیر Keap1/Nrf2/HO-1 قادر است پاسخ‌های التهابی و استرس اکسیداتیو را در سلول‌های فیبروبلاست لیگامان پریودنتال انسان کاهش دهد. این ترکیب علاوه بر مهار تولید سیتوکین‌های التهابی کلیدی مانند TNF-α و IL-1β، مسیر آنتی‌اکسیدانی Nrf2 را فعال کرده و تولید گونه‌های واکنش‌پذیر اکسیژن (ROS) را کاهش می‌دهد (24). به طور مشابه، Adamcakova و همکاران در مدل سیلیکوزیس ریوی نشان دادند که درمان با EGCG می‌تواند التهاب و فیبروز را کاهش دهد و روند تغییرات ناشی از استرس اکسیداتیو، از جمله آپوپتوز، را تعدیل کند. این یافته‌ها نشان می‌دهد که EGCG با مهار مسیرهای التهابی و کاهش آسیب‌های اکسیداتیو، اثر محافظتی قابل توجهی در بافت‌های ریوی دارد (17). همچنین، محسن‌زاده و همکاران گزارش کردند که EGCG قادر است اثرات مضر بیسفنول A را از طریق کاهش استرس اکسیداتیو و تنظیم مسیرهای سیگنالینگ انسولین تعدیل کند. در این مطالعه، EGCG با کاهش سطح TNF-α، IL-6 و آنزیم‌های کبدی، و فعال‌سازی مسیرهای آنتی‌اکسیدانی، توانست اختلالات متابولیکی ناشی از بیسفنول A را بهبود بخشد (19). این شواهد به خوبی با یافته‌های مطالعه حاضر هم‌راستا بوده و نشان می‌دهد که EGCG با هدف‌گیری مسیرهای مولکولی متعدد، نقش مهمی در تعدیل التهاب و استرس اکسیداتیو ایفا می‌کند. بنابراین، EGCG می‌تواند به‌ عنوان یک عامل درمانی مؤثر در بیماری‌های التهابی مزمن مرتبط با پیری مطرح شود و زمینه‌ای برای توسعه رویکردهای درمانی جدید در مدیریت اختلالات ایمنی و التهابی ناشی از سالمندی فراهم آورد.
در نهایت، نتایج این پژوهش نشان می‌دهد که EGCG می‌تواند به ‌عنوان یک ترکیب طبیعی با خواص آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی، در تعدیل پاسخ‌های ایمنی و کاهش التهاب مزمن ناشی از سالمندی نقش مؤثری ایفا کند. علاوه بر افزایش بیان CXCL1 پس از درمان با EGCG که می‌تواند به‌ عنوان یک بیومارکر مولکولی برای ارزیابی اثربخشی مداخلات ضدپیری در کبد مطرح شود، نتایج نشان داد که این ترکیب قادر است سطوح سیتوکین‌های التهابی کلیدی از جمله TNF-α، IL-6 و MCP-1 را به طور چشمگیری کاهش دهد. این تغییرات بیانگر اثر مستقیم EGCG در مهار مسیرهای التهابی و بازگرداندن پاسخ‌های ایمنی مختل ‌شده در سالمندی به محدوده طبیعی است. این یافته‌ها چشم‌اندازهای جدیدی برای استفاده از EGCG در بهبود کیفیت زندگی سالمندان و کاهش بار بیماری‌های مرتبط با سن فراهم می‌سازد و نشان می‌دهد که EGCG با هدف‌گیری همزمان بیومارکرهای التهابی (TNF-α، IL-6، MCP-1) و کموکاین‌های تنظیمی مانند CXCL1، می‌تواند به ‌عنوان یک عامل درمانی چندوجهی در مدیریت بیماری‌های التهابی مزمن و اختلالات مرتبط با پیری مورد توجه قرار گیرد.
[bookmark: _Toc202482594]با وجود نتایج ارزشمند این پژوهش، چند محدودیت قابل توجه وجود دارد که باید در تفسیر یافته‌ها مدنظر قرار گیرد. نخست آن‌که استفاده از مدل القاشده سالمندی با دی‌گالاکتوز ممکن است تمامی جنبه‌های پیچیده فرآیند سالمندی طبیعی را بازتاب ندهد و بنابراین قابلیت تعمیم نتایج به انسان با احتیاط صورت گیرد. دوم، تعداد نمونه‌ها محدود بوده و این امر می‌تواند قدرت آماری مطالعه را کاهش دهد. سوم، تمرکز پژوهش صرفاً بر بافت کبد بوده و سایر ارگان‌های مهم در فرآیند سالمندی و التهاب مورد بررسی قرار نگرفته‌اند. علاوه بر این، تنها یک دوز EGCG مورد استفاده قرار گرفت و امکان تعیین دوز بهینه یا بررسی اثرات وابسته به دوز فراهم نشد. در نهایت، نتایج حاصل از مدل حیوانی ممکن است به‌طور مستقیم قابل تعمیم به جمعیت انسانی نباشد و نیازمند انجام مطالعات بالینی گسترده‌تر است.
نتیجه‎گیری
این پژوهش نشان داد که در سالمندی، کاهش بیان CXCL1 همراه با افزایش سیتوکین‌های التهابی TNF-α، IL-6 و MCP-1 رخ می‌دهد که بیانگر اختلال ایمنی و التهاب مزمن است. تجویز EGCG توانست این تغییرات را تعدیل کند؛ به‌گونه‌ای که در شرایط سالم موجب افزایش CXCL1 و کاهش سیتوکین‌ها شد و در سالمندی سطح آن‌ها را به محدوده طبیعی بازگرداند. بنابراین، EGCG به ‌عنوان یک ترکیب طبیعی با خواص آنتی‌اکسیدانی و ضدالتهابی، قابلیت بازآرایی پاسخ‌های ایمنی و کاهش التهاب مرتبط با پیری را دارد و می‌تواند چشم‌انداز جدیدی برای پیشگیری و درمان بیماری‌های وابسته به سن فراهم سازد.
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