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چکیده 

زمینه و هدف: ایسکمی مغزی یکی از علل اصلی مرگ و میر در جهان است و هیپوکامپ به‌عنوان یکی از حساس‌ترین مناطق مغز نسبت به آسیب ایسکمی شناخته می‌شود. اختلال عملکرد این ناحیه می‌تواند موجب نقص‌های شناختی و کاهش حافظه شود. اوراپتن، ترکیبی طبیعی با اثرات نورومحافظتی، دارای عملکرد ضدالتهابی و آنتی‌اکسیدانی است. هدف این مطالعه بررسی تأثیر اوراپتن بر حافظه و بیان ژن‌های NF-κB و Nrf2 در مغز موش‌های صحرایی تحت مدل ایسکمی هیپوپرفیوژن مزمن مغزی بود. روش کار: 50 موش نر ویستار بالغ به پنج گروه تقسیم شدند: کنترل سالم، ایسکمی و سه گروه ایسکمی دریافت‌کننده اوراپتن با دوزهای 12.5، ۲۵ و ۵۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم به‌صورت تزریق داخل صفاقی به مدت ۲۸ روز. ایسکمی با انسداد دوطرفه شریان‌های کاروتید ایجاد شد. حافظه اجتنابی غیرفعال با آزمون شاتل باکس ارزیابی و بیان ژن‌های NF-κB و Nrf2 از هیپوکامپ با روش Real-time PCR اندازه‌گیری شد. داده‌ها با تحلیل واریانس یک‌طرفه و آزمون تعقیبی توکی تحلیل شدند. یافته ها: حافظه اجتنابی در گروه ایسکمی به‌طور معناداری کاهش یافت و تجویز اوراپتن در تمامی دوزها موجب بهبود حافظه شد. همچنین بیان ژن NF-κB در گروه ایسکمی افزایش و بیان ژن Nrf2 کاهش یافت، اما اوراپتن موجب کاهش قابل توجه NF-κB و افزایش معنادار Nrf2 شد که بیانگر مهار التهاب و تقویت دفاع آنتی‌اکسیدانی است. نتیجه‌گیری: اوراپتن با تنظیم همزمان مسیرهای التهابی و آنتی‌اکسیدانی، حافظه اجتنابی غیرفعال را در موش‌های صحرایی مبتلا به ایسکمی هیپوپرفیوژن مغزی بهبود می‌بخشد و می‌تواند به‌عنوان یک عامل نورومحافظتی بالقوه در آسیب‌های ایسکمیک مغزی مطرح شود.
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Abstract

Background and Objective: Cerebral ischemia is a leading cause of mortality worldwide, and the hippocampus is one of the brain regions most vulnerable to ischemic injury. Dysfunction of this region can result in cognitive deficits and memory impairment. Auraptene, a natural compound with neuroprotective properties, exhibits anti-inflammatory and antioxidant effects. This study aimed to investigate the effects of auraptene on memory performance and the expression of NF-κB and Nrf2 genes in the brains of rats subjected to a chronic cerebral hypoperfusion model. Methods: Fifty adults male Wistar rats were randomly assigned to five groups: healthy control, ischemia, and three ischemia groups receiving auraptene at 12.5, 25, or 50 mg/kg via intraperitoneal injection for 28 days. Cerebral ischemia was induced by bilateral common carotid artery occlusion. Passive avoidance memory was assessed using the shuttle box test, and hippocampal NF-κB and Nrf2 gene expression was measured by real-time PCR. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

Results: Passive avoidance memory was significantly impaired in ischemic rats compared to controls, while auraptene administration at all doses significantly improved memory performance. NF-κB expression was elevated and Nrf2 expression reduced in the ischemia group; however, auraptene treatment significantly decreased NF-κB and increased Nrf2 expression, indicating suppression of inflammatory pathways and enhancement of antioxidant defenses. Conclusion: Auraptene improves passive avoidance memory in rats with cerebral hypoperfusion-induced ischemia, likely through simultaneous modulation of inflammatory and antioxidant pathways, suggesting its potential as a neuroprotective agent in ischemic brain injury.
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مقدمه 

سکته‌ی ایسکمیک یکی از علل اصلی مرگ‌ومیر و ناتوانی در جهان محسوب می‌شود و اغلب با ریپرفیوژن همراه است؛ فرایندی که به‌جای بهبود، می‌تواند موجب تشدید آسیب از طریق فعال‌سازی پاسخ‌های التهابی، استرس اکسیداتیو، آپوپتوز و آسیب نورونی شود (1-2). در پی ایسکمی مغزی، کاهش جریان خون و اکسیژن‌رسانی سبب اختلال در هموستاز سلولی، کاهش تولید ATP و در نهایت مرگ نورون‌ها از طریق مسیرهای نکروتیک یا آپوپتوتیک می‌شود. نورون‌ها به‌ویژه نسبت به هیپوکسی حساس‌اند و ایسکمی می‌تواند منجر به بروز طیفی از اختلالات عصبی از جمله نقص‌های حرکتی، حسی، شناختی و حافظه شود (3-4). از آنجا که مغز برای حفظ متابولیسم طبیعی خود به سهم قابل‌توجهی از برون‌ده قلبی نیاز دارد، هرگونه کاهش در جریان خون مغزی می‌تواند پیامدهای نورولوژیک جدی به‌همراه داشته باشد (5).
در طول ایسکمی ، تولید گونه‌های فعال اکسیژن (ROS) افزایش می‌یابد که به استرس اکسیداتیو، پراکسیداسیون لیپیدها، اختلال عملکرد میتوکندری، آزادسازی گلوتامات و فعال‌شدن مسیرهای التهابی منجر می‌شود (6 ،۱۰). هیپوکامپ، به‌ویژه نورون‌های ناحیه‌یCA1، از آسیب‌پذیرترین نواحی مغز در برابر ایسکمی محسوب می‌شود و مرگ انتخابی این نورون‌ها نقش مهمی در بروز اختلالات حافظه و شناخت دارد (9-7). یکی از مسیرهای کلیدی در پاسخ به آسیب ایسکمیک، مسیر فاکتور هسته‌ای کاپا بتا (NF-κB) است. فعال‌سازی NF-κB در اثر افزایش ROS، پراکسیداسیون لیپیدی و عدم تعادل ردوکس سلولی رخ می‌دهد و به بیان ژن‌های پیش‌التهابی و پروآپوپتوتیک منجر می‌شود (11).
 NF-κB که عمدتاً به‌صورت هترودایمر p65/p50 فعال می‌شود، نقش مهمی در تنظیم پاسخ‌های التهابی و مرگ سلولی دارد (14-12). فسفریلاسیون زیرواحد p65، به‌ویژه در شرایط استرس اکسیداتیو، توانایی اتصال NF-κB به DNA و تنظیم بیان ژن‌های هدف را تحت تأثیر قرار می‌دهد (15-16). با این حال، شواهد نشان می‌دهد که NF-κB دارای عملکردی دوگانه است؛ به‌طوری که فعال‌سازی گذرای آن می‌تواند اثرات محافظتی داشته باشد، در حالی‌که فعال‌سازی پایدار یا بیش‌ازحد آن با افزایش مرگ نورونی همراه است (19-17).
در مقابل مسیرهای التهابی، فاکتور رونویسی Nrf2 به‌عنوان تنظیم‌کننده‌ی اصلی پاسخ‌های آنتی‌اکسیدانی و دفاع سلولی شناخته می‌شود (21-20). Nrf2 که در بافت‌هایی مانند مغز به‌طور قابل توجهی بیان می‌شود، با القای بیان بیش از ۲۰۰ ژن محافظتی، نقش اساسی در سم‌زدایی سلولی و خنثی‌سازی  ROS ایفا می‌کند (22-23). فعال‌سازی مسیر Nrf2 می‌تواند تعادل ردوکس سلولی را بازیابی کرده و از آسیب اکسیداتیو و مرگ نورونی جلوگیری کند.

اوراپتن (۷-ژرانیلوکسی‌کومارین)، یکی از فراوان‌ترین پرنیلوکسی‌کومارین‌های طبیعی، عمدتاً در گیاهان خانواده‌های Rutaceae و Apiaceae یافت می‌شود و دارای طیف وسیعی از اثرات زیستی از جمله فعالیت‌های ضدالتهابی، آنتی‌اکسیدانی، ایمنومدولاتوری و محافظت‌کننده‌ی عصبی است (26-24). مطالعات نشان داده‌اند که اوراپتن فاقد سمیت قابل‌توجه در دوزهای مورد استفاده بوده و پتانسیل بالایی در پیشگیری و درمان بیماری‌های دژنراتیو دارد (27).
با توجه به نقش محوری مسیرهای NF-κB و Nrf2 در پاتوژنز آسیب ایسکمیک مغز و خواص زیستی اوراپتن، بررسی اثرات این ترکیب بر عملکرد حافظه و تنظیم بیان ژن‌های مرتبط با التهاب و دفاع آنتی‌اکسیدانی اهمیت ویژه‌ای دارد. ازاین‌رو، پژوهش حاضر با هدف بررسی تأثیر اوراپتن بر حافظه و بیان ژن‌های NF-κB و Nrf2 در مغز موش‌های صحرایی نر بالغ در مدل ایسکمی ناشی از هیپوپرفیوژن مزمن مغزی طراحی و اجرا شد.
روش بررسی
این مطالعه از نوع تجربی بوده و شامل ۵۰ سر موش نر نژاد ویستار بالغ با میانگین وزن ۲۵۰–۲۸۰ گرم و سن ۱۰–۱۲ هفته بود. موش‌ها در قفس‌های پلی‌کربنات (۵ حیوان در هر قفس) در دمای ۲۴±۲۲ درجه سانتی‌گراد و رطوبت 55 درصد ، تحت چرخه روشنایی و تاریکی ۱۲:۱۲ ساعت و با دسترسی آزاد به آب و غذا نگهداری شدند. سپس موش‌ها به‌طور تصادفی به پنج گروه (n=10) تقسیم شدند: گروه کنترل سالم، گروه ایسکمی-ریپرفیوژن، و سه گروه ایسکمی دریافت‌کننده اوراپتن با دوزهای ۱۲٫۵، ۲۵ و ۵۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم، که دارو به‌صورت تزریق داخل صفاقی به مدت ۲۸ روز تجویز شد.

تهیه اوراپتن:
اوراپتن از شرکت گل اکسیر پارس مشهد تهیه و در دوزهای مورد نظر برای تزریق آماده شد.

روش ایجاد ایسکمی:
پس از یک روز محرومیت غذایی، حیوانات تحت بیهوشی با کتامین/زیلازین (۱۰/۹۰ میلی‌گرم بر کیلوگرم وزن بدن، داخل صفاقی) قرار گرفتند. شکافی در ناحیه میانی گردن ایجاد شد، بافت چربی زیرپوستی برداشته و شریان‌های کاروتید از بافت اطراف جدا شدند. شریان‌ها با دو گره محکم بالا و پایین بسته و سپس قطع شدند. پس از به هوش آمدن، حیوانات به آب و غذا دسترسی داشتند. یک هفته بعد، همین عمل در سمت مقابل انجام شد(28).
ارزیابی حافظه اجتنابی غیرفعال:
آزمون شاتل باکس (مدل 5500-ST) شامل دو محفظه روشن و تاریک بود. کف محفظه‌ها از مفتول‌های استیل پوشیده شده و شوک الکتریکی خفیف (۷۵ ولت، ۰٫۳ میلی‌آمپر، ۳ ثانیه) به پای موش در محفظه تاریک وارد می‌شد. در مرحله آموزش، موش‌ها ۱۰ دقیقه در محفظه با درب باز آزادانه حرکت کردند، سپس در محفظه روشن قرار گرفته و به محض ورود به محفظه تاریک شوک اعمال شد. ۲۴ ساعت بعد، زمان تاخیر ورود به محفظه تاریک بدون شوک به‌عنوان شاخص حافظه اجتنابی اندازه‌گیری شد (29).
استخراج RNA و سنتز: cDNA
پس از ۲۸ روز، حیوانات با گیوتین کشته و هیپوکامپ دوطرفه جدا شد. RNA با استفاده از کیت RNX استخراج، رسوب‌دهی با اتانول انجام و در دمای 80− درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. غلظت RNA با اسپکتروفوتومتر اندازه‌گیری شد و cDNA با استفاده از کیت مناسب سنتز شد.

واکنش PCR:
PCR نیمه‌کمی برای ژن‌های هدف NF-κB و Nrf2 و ژن ساختمان ACT-β به‌عنوان کنترل داخلی انجام شد. شرایط PCR شامل دناتوراسیون اولیه در ۹۶°C  به مدت ۳ دقیقه، دناتوراسیون هر سیکل ۳۰ ثانیه در ۹۴°C، اتصال پرایمر NF-κB در ۶۸°C، Nrf2  و ACT در ۶۱° C به مدت ۳۰ ثانیه و تکثیر در ۷۲°C  به مدت ۴۵ ثانیه بود. تعداد سیکل‌ها برای NF-κB و Nrf2، ۳۷ و برای ACT، ۳۳ سیکل انجام شد و پس از تکثیر، نمونه‌ها به مدت ۱۰ دقیقه در ۷۲°C تثبیت شدند. تراکم باندها با نرم‌افزار UVI و روش semi PCR quantity مقایسه شد و نسبت تراکم ژن هدف به ACT در سه تکرار آزمایش محاسبه و به‌صورت درصد نسبت به گروه کنترل گزارش شد (30).
اندازه‌گیری بیان ژن به روش Real-time RT-PCR:
هیپوکامپ جدا شده برای هر حیوان مورد استفاده قرار گرفت و بیان ژن‌های NF-κB و Nrf2 با واکنش Real-time RT-PCR، در سه تکرار و دو بار اجرا اندازه‌گیری شد. 
طراحی پرایمرها با نرم‌افزار Primer 3 version 0.4.0 انجام شد و داده‌ها با استفاده از فرمول Pfaffl تحلیل شدند.
جدول -1 مشخصات پرايمرهاي مورد استفاده
	Primers
	Gene

	Forward: TGTCACCAACTGGGACGATA
Reverse: GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
	ACT-β

	Forward: GGAGTACCGGAAGTCCTGGC
Reverse: AGTGGCTCCGGGATGGAATG
	NF-kB

	Forward: GAGACGGCCATGACTGATTT
Reverse: CAGTGAGGGGATCGATGAGT
	Nrf-2


نتــايج آمــاري: داده​ها به صورت میانگین خطاي استاندارد از میانگین (Mean±SEM) ارائه شده و از تحلیل واریانس یک طرفه استفاده گردید. به دنبال آن از آزمون Tukey استفاده شد. پس از به دست آوردن اطلاعات از گروه​هاي آزمایشی مختلف، نتایج گروه​هاي فوق تجزیه و تحلیل و  05/0P<  به عنوان شاخص معنی دار بودن مطرح گردید. براي تحلیل داده​ها از نرم افزار SPSS استفاده شد.

يافته ها:
نتایج ارزیابی یادگیری اجتنابی غیرفعال
در شکل 1، مقایسه یادگیری اجتنابی غیرفعال بر اساس زمان تأخیر اولیه ورود به محفظه تاریک در آزمون شاتل‌باکس در میان گروه‌های مختلف شامل گروه کنترل سالم، گروه ایسکمی و گروه‌های ایسکمی دریافت‌کننده دوزهای مختلف اوراپتن ارائه شده است. داده‌ها به‌صورت میانگین ± انحراف معیار نمایش داده شده‌اند. همان‌گونه که در شکل 1 مشاهده می‌شود، میانگین زمان تأخیر اولیه در گروه ایسکمی در مقایسه با گروه کنترل سالم به‌طور معناداری کاهش یافته است (P<0/001) که نشان‌دهنده اختلال قابل توجه در عملکرد حافظه و یادگیری اجتنابی در اثر ایسکمی مغزی است. این یافته بیانگر تأثیر منفی ایسکمی بر فرآیندهای شناختی وابسته به هیپوکامپ می‌باشد.در مقابل، تجویز اوراپتن در دوزهای 25 و 50 میلی‌گرم بر کیلوگرم در گروه‌های ایسکمی منجر به افزایش معنادار زمان تأخیر اولیه نسبت به گروه ایسکمی شد (001/0P<). این افزایش نشان‌دهنده بهبود عملکرد یادگیری اجتنابی غیرفعال و اثر حفاظتی اوراپتن در برابر نقص‌های شناختی ناشی از ایسکمی مغزی است. به‌طور کلی، این نتایج حاکی از آن است که اوراپتن می‌تواند به‌صورت دوز وابسته موجب بهبود حافظه و یادگیری آسیب‌دیده در شرایط ایسکمیک شود.

نتایج بیان ژن NF-κB

نتایج تحلیل آماری تغییرات نسبی بیان ژن NF-κB نشان داد که بین سه گروه مورد بررسی اختلاف معناداری وجود دارد. میزان بیان ژن NF-κB در گروه ایسکمی در مقایسه با گروه کنترل سالم به‌طور معناداری افزایش یافت (001/0P<) ، که بیانگر فعال‌سازی مسیرهای التهابی در پاسخ به آسیب ایسکمیک مغز می‌باشد. بررسی نتایج آزمون تعقیبی توکی نشان داد که در گروه‌های ایسکمی دریافت‌کننده اوراپتن با دوزهای 25 و 50 میلی‌گرم بر کیلوگرم، بیان ژن NF-κB به‌طور معناداری نسبت به گروه ایسکمی کاهش یافته است (001/0P<).  این کاهش بیان نشان‌دهنده نقش مهاری اوراپتن بر فعال‌سازی مسیر NF-κB و کاهش التهاب عصبی ناشی از ایسکمی است. با این حال، در مقایسه میان گروه‌های دریافت‌کننده اوراپتن، گروه ایسکمی دریافت‌کننده دوز 25 میلی‌گرم بر کیلوگرم بیشترین میزان بیان ژن NF-κB را نسبت به سایر گروه‌ها نشان داد که می‌تواند بیانگر پاسخ دوز-وابسته و تفاوت در شدت اثر ضدالتهابی اوراپتن در دوزهای مختلف باشد.

نتایج بیان ژن Nrf2

تحلیل آماری تغییرات نسبی بیان ژن Nrf2 نیز وجود اختلاف معنادار بین سه گروه مورد مطالعه را نشان داد. میزان بیان ژن Nrf2 در گروه ایسکمی نسبت به گروه کنترل سالم به‌طور معناداری کاهش یافت (001/0P<) ، که بیانگر تضعیف سیستم دفاع آنتی‌اکسیدانی در اثر ایسکمی مغزی است. مطابق نتایج ارائه‌شده در شکل 3، تجویز اوراپتن در دوز 25 میلی‌گرم بر کیلوگرم در گروه ایسکمی موجب افزایش معنادار تغییرات نسبی بیان ژن Nrf2 در مقایسه با گروه ایسکمی شد (001/0P<). این یافته نشان می‌دهد که اوراپتن قادر است مسیرهای دفاعی آنتی‌اکسیدانی وابسته به Nrf2 را در شرایط ایسکمیک فعال نماید. همچنین، بر اساس آزمون تعقیبی توکی، گروه ایسکمی دریافت‌کننده دوز 50 میلی‌گرم بر کیلوگرم اوراپتن نیز افزایش معناداری در بیان ژن Nrf2 نسبت به گروه ایسکمی نشان داد  (05/0P<).  این نتایج بیانگر اثر تقویتی اوراپتن بر فعال‌سازی مسیر Nrf2 در دوزهای بالاتر بوده و نقش بالقوه آن را در کاهش استرس اکسیداتیو ناشی از ایسکمی مغزی تأیید می‌کند. در مجموع، نتایج این مطالعه نشان می‌دهد که اوراپتن با بهبود عملکرد شناختی، مهار مسیر التهابی NF-κB و تقویت مسیر آنتی‌اکسیدانی Nrf2، می‌تواند نقش محافظتی قابل توجهی در برابر آسیب‌های عصبی و اختلالات شناختی ناشی از ایسکمی مغزی ایفا نماید.
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شکل 1:  مقايسه​ي يادگيري اجتنابي غيرفعال (زمان تاخير اوليه درون شاتل باکس) در بين گروه​هاي دريافت كننده مقادير مختلف اوراپتن با گروه ايسکمي و کنترل نمودار برحسب (ميانگين ± انحراف استاندارد) رسم شده است. همانطور که مشاهده مي​شود. علامت (*) بيانگر اختلاف معني دار با گروه کنترل وعلامت # بيانگراختلاف معني دار باگروه ايسکمي است.
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شکل 2: مقايسه ي میزان تغییرات بیان ژن NF-κB در بين گروه هاي دريافت كننده مقادير مختلف اوراپتن با گروه ايسکمي و کنترل نمودار برحسب (ميانگين ± انحراف استاندارد) رسم شده است. همانطور که مشاهده مي شود. علامت (*) بيانگر اختلاف معني دار با گروه کنترل وعلامت # بيانگراختلاف معني دار باگروه ايسکمي است.
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شکل 3: مقايسه ي میزان تغییرات بیان ژن Nrf2 در بين گروه هاي دريافت كننده مقادير مختلف اوراپتن با گروه ايسکمي و کنترل نمودار برحسب (ميانگين ± انحراف استاندارد) رسم شده است. همانطور که مشاهده مي شود. علامت (*) بيانگر اختلاف معني دار با گروه کنترل وعلامت # بيانگراختلاف معني دار باگروه ايسکمي است.
بحث و نتيجه گيري
سکته‌ی مغزی به‌عنوان دومین علت شایع مرگ‌ومیر و ناتوانی در جهان، پیامدهای اقتصادی گسترده و اثرات مخربی بر کیفیت زندگی بیماران بر جای می‌گذارد. سکته‌ی ایسکمیک در اثر کاهش یا قطع جریان خون و اکسیژن‌رسانی به بافت مغز رخ می‌دهد و در نهایت منجر به نکروز سلولی می‌شود. نکته‌ی قابل توجه آن است که در برخی موارد، بازگشت جریان خون پس از دوره‌ی ایسکمی نه‌تنها موجب بهبود عملکرد بافت نمی‌شود، بلکه می‌تواند شدت آسیب را افزایش دهد؛ پدیده‌ای که از آن با عنوان آسیب ایسکمی–ریپرفیوژن مغزی یاد می‌شود (31).
مطالعات پیشین نشان داده‌اند که تجویز دوزهای مختلف اوراپتن می‌تواند مدت‌زمان تأخیر در ورود به اتاقک تاریک و همچنین مدت‌زمان ماندگاری در آن را در آزمون شاتل‌باکس به‌طور معناداری تغییر دهد؛ یافته‌ای که حاکی از نقش این ترکیب در تقویت یادگیری و حافظه‌ی اجتنابی است. همسو با این گزارش‌ها، نتایج مطالعه‌ی حاضر نشان داد که حافظه‌ی اجتنابی در گروه‌های مبتلا به ایسکمی نسبت به گروه کنترل سالم به‌طور معناداری کاهش می‌یابد. در مقابل، تجویز اوراپتن در دوزهای ۲۵ و ۵۰ mg/kg موجب بهبود معنادار حافظه‌ی اجتنابی غیرفعال در موش‌های صحرایی تحت ایسکمی شد. این اثر احتمالاً ناشی از خواص آنتی‌اکسیدانی اوراپتن و توانایی آن در حذف رادیکال‌های آزاد و کاهش آسیب نورونی است (35).
مطابق با مطالعات پیشین، بررسی اثرات تیماسین‌پلاس بر اختلالات حافظه و یادگیری ناشی از ایسکمی مغزی تجربی نشان داده است که این ترکیب قادر به پیشگیری از اختلال حافظه‌ی فضایی می‌باشد، اما تأثیر معناداری بر جلوگیری از اختلال حافظه‌ی اجتنابی غیرفعال ندارد (32). در راستای اثرات حفاظتی اوراپتن، مطالعات دیگر نیز تأیید کرده‌اند که این ترکیب با کاهش سطح مالون‌دی‌آلدئید به‌عنوان شاخص پراکسیداسیون لیپید و افزایش محتوای گلوتاتیون در قشر مخ و هیپوکامپ، نقش مؤثری در کاهش استرس اکسیداتیو ایفا می‌کند. داده‌های هیستوپاتولوژیک نیز نشان می‌دهند که اوراپتن قادر است از نورون‌ها در برابر آسیب‌های ناشی از ایسکمی محافظت کند. در مجموع، این یافته‌ها اثرات تقویت‌کننده‌ی حافظه و فعالیت‌های نورومحافظتی اوراپتن را پس از القای ایسکمی مغزی در مدل زوال عقل عروقی موش صحرایی تأیید می‌کنند (36). اهمیت این نتایج با توجه به این نکته افزایش می‌یابد که مشتقات کومارینی و ترپنوییدی گیاهان جنس Ferula، از جمله اوراپتن، دارای فعالیت بازدارندگی وابسته به دوز بر آنزیم استیل‌کولین‌استراز هستند (۳۳). افزون بر این، در مدل اختلال حافظه‌ی القاشده توسط اسکوپولامین، اوراپتن توانست اختلالات حافظه‌ی اجتنابی را به‌طور معناداری، حتی پس از  ساعت ها از آموزش، معکوس کند (۳۷). همچنین، در مطالعه‌ای دیگر، تأثیر عصاره‌ی هیدروالکلی گیاه بابونه در دوزهای ۵۰، ۱۰۰ و ۲۰۰ mg/kg بر حافظه‌ی اجتنابی غیرفعال و درد ناشی از ایسکمی فراگیر بررسی شد که نتایج آن نشان‌دهنده‌ی افزایش معنادار حافظه‌ی اجتنابی غیرفعال در موش‌های صحرایی تحت ایسکمی بود (38). از سوی دیگر، ایسکمی- ریپرفیوژن مغزی موجب افزایش معنادار بیان ژن NF-κB می‌شود. مطالعات نشان داده‌اند که فعال‌سازی NF-κB در نورون‌ها پس از ایسکمی فوکال می‌تواند با نفوذ نوتروفیل‌ها به پارانشیم مغزی همراه باشد؛ بنابراین، مهار این مسیر می‌تواند اثرات نورومحافظتی ایجاد کند (۳۹). همچنین گزارش شده است که اثرات حفاظتی پس‌آماده‌سازی ایسکمیک در برابر آپوپتوز با کاهش فعالیت p65/NF-κB  در نورون‌ها همراه است (۴۰). افزایش بیان NF-κB و TLR4 در ایسکمی–ریپرفیوژن موضعی مغزی نیز از طریق فعال‌سازی مسیر TLR4/NF-κB و زیرواحد p65 منجر به آسیب مغزی و القای آپوپتوز می‌شود؛ یافته‌ای که با نتایج مطالعه‌ی حاضر هم‌خوانی دارد (41). با این حال، NF-κB دارای عملکردی دوگانه در مغز است. فعال‌سازی گذرای آن در شرایط ایسکمی–ریپرفیوژن می‌تواند بیان فاکتورهای نورومحافظتی را در هیپوکامپ افزایش دهد، در حالی‌که تداوم یا افزایش بیش‌ازحد فعالیت NF-κB ممکن است به مرگ سلولی منجر شود (۴۲). بنابراین، نقش NF-κB در بقای سلولی به عواملی نظیر ناحیه‌ی مغزی، نوع محرک، دوز و مدت‌زمان فعال‌سازی بستگی دارد (۴۲). چن و همکاران نیز نشان دادند که نوع و میزان زیرواحدهای NF-κB نقش تعیین‌کننده‌ای در القای آپوپتوز ایفا می‌کنند (۴۳). با توجه به پیچیدگی مکانیسم‌ها و پیامدهای اجتماعی و اقتصادی آسیب ایسکمی–ریپرفیوژن مغزی، این حوزه در سال‌های اخیر مورد توجه گسترده‌ی پژوهشگران قرار گرفته است (44). نتایج مطالعه‌ی حاضر نشان داد که تجویز اوراپتن در دوزهای ۲۵ و ۵۰ mg/kg موجب کاهش معنادار بیان ژن NF-κB در گروه ایسکمی در مقایسه با گروه ایسکمی بدون درمان می‌شود. در همین راستا، جوزانی و همکاران در سال 2018 گزارش کردند که تزریق آدنوزین پس از ایسکمی–ریپرفیوژن مغزی موجب کاهش بیان ژن NF-κB/p65 و سطح فعالیت ROS در بافت هیپوکامپ موش‌های نر ویستار می‌شود (۴۵). همچنین، سالویانولیک اسید A با تنظیم مثبت مسیر Drd2/Cryab، فعال‌سازی و انتقال هسته‌ای NF-κB را مهار کرده و از این طریق موجب کاهش آپوپتوز و بهبود اختلالات شناختی پس از ایسکمی مزمن مغزی می‌شود (46). در مقابل، میزان تغییرات بیان ژن Nrf2 در گروه ایسکمی نسبت به گروه کنترل به‌طور معناداری کاهش یافت، در حالی‌که تجویز دوزهای مختلف اوراپتن موجب افزایش معنادار بیان این ژن در مقایسه با گروه ایسکمی شد. مسیر سلولی NRF2–ARE یکی از مهم‌ترین مسیرهای تنظیمی در پاسخ به استرس اکسیداتیو بوده و نقش کلیدی در حفظ تعادل ردوکس سلولی ایفا می‌کند (۳۲). در شرایط هومئوستاتیک، فاکتور رونویسی Nrf2  توسط Keap1 در سیتوپلاسم مهار می‌شود؛ اما در مواجهه با ROS، از Keap1 جدا شده، به هسته منتقل می‌شود و با اتصال به توالی‌های ARE، بیان ژن‌های کدکننده‌ی آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی درون‌زاد از جمله SOD، کاتالاز و پراکسی‌ردوکسین را فعال می‌کند (47). در این راستا، یانگ و همکاران در سال 2014 نشان دادند که بیان Nrf2 در اغلب نواحی هیپوکامپ موش‌های صحرایی در مدل هیپوپرفیوژن مزمن مغزی طی سه هفته پس از جراحی 2VO به‌طور قابل توجهی افزایش می‌یابد. این تفاوت در نتایج ممکن است ناشی از اختلال عملکرد Nrf2 و فعال‌شدن مکانیسم‌های جبرانی سنتز آن باشد. در مجموع، می‌توان نتیجه گرفت که اختلال در عملکرد Nrf2 نقش مهمی در آسیب اکسیداتیو ناشی از هیپوپرفیوژن مزمن مغزی دارد و این فاکتور می‌تواند به‌عنوان یک هدف درمانی امیدبخش برای کاهش آسیب اکسیداتیو و اختلالات شناختی مرتبط با این وضعیت مورد توجه قرار گیرد (48). نتیجه گیری:در مجموع، نتایج این مطالعه نشان می‌دهد که اوراپتن می‌تواند به‌عنوان یک ترکیب امیدوارکننده در کاهش آسیب‌های ناشی از ایسکمی–هیپو پرفیوژن مغزی مطرح شود؛ به‌ویژه از طریق مهار مسیر NF-κB و فعال‌سازی مسیر Nrf2. با این حال، انجام مطالعات تکمیلی در سطح پروتئینی، بررسی مسیرهای سیگنالینگ بالادستی و ارزیابی اثرات بلندمدت این ترکیب می‌تواند به درک دقیق‌تر پتانسیل درمانی اوراپتن در اختلالات عصبی مرتبط با ایسکمی کمک نماید.
ملاحضات اخلاقی

پروتکل های مربوط به این پژوهش مطابق با دستورالعمل مراقبت و استفاده از حیوانات، تأییدشده توسط کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد با کد IR.IAU.SHK.REC.1403.107 انجام شده است.
تشکر و قدردانی

این مقاله از پایان‌نامه دانشجوی ارشد دانشگاه آزاد اسلامی واحد ایذه گرفته شده است. بدین‌وسیله نویسندگان این مقاله از معاونت پژوهشی این دانشگاه تشکر و قدردانی می‌کنند.

تعارض و منافع

نویسندگان مقاله اعلام می دارند که هیچ گونه تضادی در منافع وجود ندارد
منابع:
1. Zhou J, Li M, Jin WF, Li XH, Zhang YY. Role of NF-κB on Neurons after Cerebral Ischemia Reperfusion. Int J Pharmacol; 2018.14(4):451-9. 
2. He Y, Wan H, Du Y, Bie X, Zhao T, Fu W, et al. Protective effect of Danhong injection on cerebral ischemia–reperfusion injury in rats. J Ethnopharmacol; 2012.144(2):387-94. 
3. Bin J, Wang Q, Zhuo YY, Xu JP, Zhang HT. Piperphentonamine (PPTA) attenuated cerebral ischemia-induced memory deficits via neuroprotection associated with anti-apoptotic activity. Metabol Brain Dis; 2012.27(4):495-505.
4 .Sadeghnia H, Nassiri asl M, Haddadkhodaparast M, Hosseinzadeh H. The effect of Salvia leriifolia Benth root extracts on lipid peroxidation level during global ischemic -reperfusion in rats. J M e d Plants. 2003 ; 2 (7): 1 9 -28 .[In Persian] 
5.Ahmed MA, El Morsy EM, Ahmed AA. Pomegranate extract protects against cerebral ischemia/reperfusion injury and preserves brain DNA integrity in rats. Life Sci. 2014 ;110 (2) :61 - 9 .
6.Zhang S, Qi Y, Xu Y, Han X, Peng J, Liu K, et al . Protective effect of flavonoid -rich extract from Rosa laevigata Michx on cerebral ischemia –reperfusion injury through suppression of apoptosis and inflammation. Neurochem Int. 2013 ;63 (5) :522 -32 .

7. Payabvash S, Souza LC, Wang Y, Schaefer PW, Furie KL, Halpern EF, et al. Regional ischemic vulnerability of the brain to hypoperfusion: the need for location specific computed tomography perfusion thresholds in acute stroke patients. Stroke; 2011:STROKEAHA. 110.600940. 

8. Farhangi D, Sharifi ZN, Movassghi S. Evaluation of neuroprotective effect of propofol on pyramidal neurons in CA1 region of hippocampus among male lab rats following ischemia/transient overall reperfusion. Med Sci J Islam Azad Uni; 2016.26(3):149-56. 

9. Kovalenko T, Osadchenko I, Nikonenko A, Lushnikova I, Voronin K, Nikonenko I, et al. Ischemia‐induced modifications in hippocampal CA1 stratum radiatum excitatory synapses. Hippocampus; 2006.16(10):814-25. 

10. Granger DN, Kvietys PR. Reperfusion injury and reactive oxygen species: the evolution of a concept. Redox Biol; 2015.6:524-51.

11. Wang YH, Wang WY, Chang CC, Liou KT, Sung YJ, Liao JF, et al. Taxifolin ameliorates cerebral ischemia-reperfusion injury in rats through its anti-oxidative effect and modulation of NF-kappa B activation. J Biomed Sci; 2006.13(1):127-41.

12. Malinin NL, Boldin MP, Kovalenko AV, Wallach D. MAP3K-related kinase involved in NFkB induction by TNF, CD95 and IL-1. Nature; 1997.385(6616):540. 
13. Shen WH, Zhang CY, Zhang GY. Modulation of IkappaB kinase autophosphorylation and activity following brain ischemia. Acta Pharmacol Sin; 2003.24(4):311-5. 
14. Peng Y, Gallagher SF, Landmann R, Haines K, Murr MM. The role of p65 NF-kB/RelA in pancreatitis-induced kupffer cell apoptosis. J Gastrointes Surg; 2006.10(6):837-47.
15. Bohuslav J, Chen LF, Kwon H, Mu Y, Greene WC. p53 induces NF-κB activation by an IκB kinaseindependent mechanism involving phosphorylation of p65 by ribosomal S6 kinase 1. J Biol Chem; 2004.279(25):26115-25. 

16. Takada Y, Mukhopadhyay A, Kundu GC, Mahabeleshwar GH, Singh S, Aggarwal BB. Hydrogen peroxide activates NF-κB through tyrosine phosphorylation of IκBα and serine phosphorylation of p65 evidence for the involvement of IκBα kinase and Syk protein-tyrosine kinase. J Biol Chem; 2003.278(26):24233-41. 

17. Qian Y, Guan T, Huang M, Cao L, Li Y, Cheng H, et al. Neuroprotection by the soy isoflavone, genistein, via inhibition of mitochondria-dependent apoptosis pathways and reactive oxygen induced-NFκB activation in a cerebral ischemia mouse model. Neurochem Int; 2012.60(8):759-67. 

18. Crack PJ, Taylor JM, Ali U, Mansell A, Hertzog PJ. Potential contribution of NF-κB in neuronal cell death in the glutathione peroxidase-1 knockout mouse in response to ischemia-reperfusion injury. Stroke; 2006.37(6):1533-8.
19. Phillips JB, Williams AJ, Adams J, Elliott PJ, Tortella FC. Proteasome inhibitor PS519 reduces infarction and attenuates leukocyte infiltration in a rat model of focal cerebral ischemia. Stroke; 2000.31(7):1686-93. 28. Crack PJ, Taylor JM. Reactive oxygen species and the modulation of stroke. Free Rad Biol Med; 2005.38(11):1433-44.

20.Avandi, S., Hagh Shenas, R., Abbasi, S. The Effects of Eight Weeks of Concurrent Training on Plasma Levels of NRF2 in Young Men. J Appl Health Studi Sport Physiol 2018; 5(2): 78-83.
21.Bellezza I, Giambanco I, Minelli A, Donato R. Nrf2-Keap1 Signaling in Oxidative and Reductive Stress. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res 2018; 1865(5):721-33.
22.Vargas-Mendoza N, Morales-González Á, Madrigal-Santillán EO, Madrigal-Bujaidar E, Álvarez-González I, García-Melo LF, et al. Antioxidant and Adaptative Response Mediated by Nrf2 During Physical Exercise. Antioxidants 2019; 8(6): 196.
23.Narasimhan M, Rajasekaran NS. Exercise, Nrf2 and Antioxidant Signaling in Cardiac Aging. Front Physiol 2016; 7: 241.

24.Derosa G, Maffioli P, Sahebkar A. Auraptene and Its Role in Chronic Diseases. Adv Exp Med Biol. 2016;929:399-407. doi: 10.1007/978-3-319-41342-6_19.
25.Nagao K, Yamano N, Shirouchi B, Inoue N, Murakami S, Sasaki T, Yanagita T. Effects of citrus auraptene (7-geranyloxycoumarin) on hepatic lipid metabolism in vitro and in vivo. J Agric Food Chem. 2010 Aug 25;58(16):9028-32. doi: 10.1021/jf1020329. Epub 2010 Aug 3.
26.Bibak B, Shakeri F, Barreto GE, Keshavarzi Z, Sathyapalan T, Sahebkar A. A review of the pharmacological and therapeutic effects of auraptene. Biofactors. 2019 Nov;45(6):867-879. doi: 10.1002/biof.1550. Epub 2019 Aug 19.
27.Vakili T, Iranshahi M, Arab H, Riahi B, Roshan NM, Karimi G. Safety evaluation of auraptene in rats in acute and subacute toxicity studies. Regul Toxicol Pharmacol. 2017 Dec;91:159-164.
28. Nazari Parchestani Z, Rafieirad M. The effect of herniarin on anxiety ‎behaviors and depression following ‎chronic cerebral ischemia ‎hypoperfusion in male rats, Experimental animal Biology 2021: 9: 93-103.
29.Mahmoudi R, Rafieirad M, Goudarzi S. Effect of Hydroalcoholic Extract of Ferulago angulata (Schlecht) Boiss on Motor and Memory Disorders in Animal Model of Parkinson Disease. Qom Univ Med Sci J. 2018; 12 (8) :36-47.

30.Shaibani Z, Rafieirad M. Protective Effect of Oleuropein on Memory Impairment and Oxidative Stress in Streptozotocin-Induced Diabetes Rats via Modulation of NF-kB and Nrf-2 Pathways, Journal of Advanced Biomedical Sciences 2024: 14: 115-127.

31. Chen J, Yang C, Xu X, Yang Y, Xu B. The effect of focal cerebral ischemia-reperfusion injury on TLR4 and NF-κB signaling pathway. Experim Ther Med; 2018.15(1):897-903.
32. Rahdari A, Keramati K, Naeimi S, Moslemi H.R, Ghaffarikhaligh S. The Effectiveness of Tymasin Plus on Experimentally Cerebral Ischemia Induced Spatial and Passive Avoidance Memory and Learning Impairment.  Journal of Clinical Psychology.2020;2(46):31-39.

33.Karimi GH, Iranshahi M, Hosseinalizadeh F, Riahi B, Sahebkar AH. Screening of Acetylcholinesterase Inhibitory Activity of Terpenoid and Coumarin Derivatives from the Genus Ferula.2010; Pharmacologyonline 1: 566-574.
34.Hong JT, Ryu SR, Kim HJ, Lee JK, Lee SH, Kim DB, et al. Neuroprotective effect of green tea extract in experimental ischemia-reperfusion brain injury. Brain Res Bull. 2000; 53(6): 743-9.
35. Warner DS, Sheng H, Batinic-Haberle I. Oxidants, antioxidants and the ischemic brain. J Exp Biol. 2004; 207(Pt 18): 3221-31.
36.Ghanbarabadi M, Iranshahi M, Amoueian S, Mehri S, Motamedshariaty VS, Mohajeri SA. Neurosci Lett. Neuroprotective and memory enhancing effects of auraptene in a rat model of vascular dementia: Experimental study and histopathological evaluation. 2016 Jun 3;623:13-21.
37.Tabrizian K, Yaghoobi NS, Iranshahi M, Shahraki J, Rezaee R, Hashemzaei M. Auraptene consolidates memory, reverses scopolamine-disrupted memory in passive avoidance task, and ameliorates retention deficits in mice. Iran J Basic Med Sci. 2015 Oct;18(10):1014-9.
38.Setorki M, Moshfegh A, Raoufi N. Effect of hydroalcoholic extract of Matricaria chamomilla on passive avoidance memory and pain induced by global cerebral ischemia in Wistar rat. J Shahrekord Univ Med Sci. 2016; 17 (6):76-86 [in Persian].
39. Sun BZ, Chen L, Wu Q, Wang HL, Wei XB, Xiang YX, et al. Suppression of inflammatory response by flurbiprofen following focal cerebral ischemia involves the NF-κB signaling pathway. Int J Clin Experim Med; 2014.7(9):3087.
40. Liang J, Luan Y, Lu B, Zhang H, Luo YN, Ge P. Protection of ischemic postconditioning against neuronal apoptosis induced by transient focal ischemia is associated with attenuation of NF-κB/p65 activation. PLoS One; 2014.9(5):e96734.

41. Chen J, Yang C, Xu X, Yang Y, Xu B. The effect of focal cerebral ischemia-reperfusion injury on TLR4 and NF-κB signaling pathway. Experim Ther Med; 2018.15(1):897-903.

42. Crack PJ, Taylor JM. Reactive oxygen species and the modulation of stroke. Free Rad Biol Med; 2005.38(11):1433-44.
43. Chen X, Kandasamy K, Srivastava RK. Differential roles of RelA (p65) and c-Rel subunits of nuclear factor κB in tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand signaling. Cancer Res; 2003.63(5):1059-66. 
44. Zhu T, Yao Q, Wang W, Yao H, Chao J. iNOS induces vascular endothelial cell migration and apoptosis via autophagy in ischemia/reperfusion injury. Cell Physiol Biochem; 2016.38(4):1575-88.

45. Mahdavi S, Khodarahmi P, Roodbari NH. Effects of cadmium on Bcl-2/ Bax expression ratio in rat cortex brain and hippocampus. Hum Exp Toxicol. 2018 Mar;37(3):321-328. doi: 10.1177/0960327117703687. Epub 2017 Apr 17.
46. Yang Y, Song J, Liu N, Wei G, Liu S, Zhang S, Jiang N, Yang H, Du G. Salvianolic acid A relieves cognitive disorder after chronic cerebral ischemia: Involvement of Drd2/Cryab/NF-κB pathway. Pharmacol Res. 2022 Jan;175:105989. 
47.Gan L, Johnson JA. Oxidative Damage and the Nrf2-ARE Pathway in Neurodegenerative Diseases. Biochim Biophys Acta 2014; 1842(8): 1208-18.
48.Yang Y, Zhang J, Liu H, Zhang L. Change of Nrf2 expression in rat hippocampus in a model of chronic cerebral hypoperfusion. Int J Neurosci. 2014 Aug;124(8):577-84. 
