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چکيده
پيش‌زمينه و هدف: التهاب عصبي به‌عنوان بخشي از نوروپاتوژنز اختلال شناختي گزارش شده است. ديوسجنين يک ساپوجنين استروئيدي موجود در شنبليله است که داراي اثرات ضد‌التهابي، آنتي‌اکسيداني و ضد آلزايمري است. هدف مطالعه حاضر، بررسي تأثير ديوسجنين بر اختلال شناختي، فعاليت استيل‌کولين‌استراز و آستروگليوز به دنبال القا التهاب عصبي در موش صحرايي است.
مواد و روش‌ کار: در اين مطالعه تجربي 32 موش صحرايي نر نژاد ويستار بر اساس جدول تصادفي اعداد به 4 گروه كنترل، كنترل تحت تيمار با ديوسجنين، ليپوپلي‌ساکاريد، و گروه ليپوپلي‌ساکاريد تحت تيمار با ديوسجنين تقسيم شدند. موش‌هاي تحت تيمار ميزان 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم ديوسجنين را به مدت هفت روز و روزانه و به فرم خوراکي دريافت کردند. براي القا التهاب عصبي، ليپوپلي‌ساکاريد حل‌شده در نرمال سالين به ميزان 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم به فرم داخل صفاقي در اولين روز و يک ساعت قبل از تزريق ديوسجنين تزريق شد. از تست شاتل باکس براي بررسي حافظه و يادگيري استفاده شد. با استفاده از هموژنه بافتي هيپوکامپ، سنجش پارامترهاي مولکولي انجام شد. آناليز آماري داده‌ها با آزمون آنوواي يک‌طرفه و تست تعقيبي توکي و سطح معني‌داري 05/0p˂ انجام شد.
يافته‌ها: ميزان تأخير هنگام عبور در گروه ليپوپلي‌ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين افزايش معني‌داري در مقايسه با گروه ليپوپلي‌ساکاريد داشت (P<0.01). گروه ليپوپلي‌ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين در مقايسه با گروه ليپوپلي‌ساکاريد فعاليت کولين‌استراز کاهش (P<0.05) و کاتالاز افزايش (P<0.05) معني‌داري پيدا کرد و کاهش ميزان GFAP (P<0.05) و MDA (P<0.01) نشان داد. ميزان GSH در گروه دريافت‌کننده ديوسجنين در مقايسه با گروه کنترل کاهش معني‌دار (P<0.05) نشان داد. گروه کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در فاکتورهاي موردبررسي با گروه کنترل تفاوت معنادار نداشت (P>0.05).
بحث و نتيجه‌گيري: داده‌هاي ما نشان مي‌دهد که ديوسجنين با خواص آنتي‌اکسيداني داروي تقويت‌کننده حافظه است و مي‌تواند براي درمان انواع مختلف اختلالات مانند لوسمي و التهاب در آينده مورداستفاده قرار گيرد.
کليدواژه‌ها: ديوسجنين، ليپوپلي‌ساکاريد، آستروگليوز، استرس ‌اکسيداتيو، حافظه، اختلال شناختي
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مقدمه
با افزايش سن جمعيت، اختلالات عصبي انسان ازنظر تأثير بر کيفيت زندگي و هزينه‌هاي زندگي به بار بزرگي تبديل شده است (1). اختلالات عصبي مثل سکته مغزي، بيماري آلزايمر، بيماري پارکينسون، افسردگي و آسيب نخاعي، ناشي از دست دادن تدريجي و پيشرونده سلول‌هاي عصبي در CNS مي‌تواند منجر به اختلال عملکرد سيستم عصبي شود (2). همچنين استرس اکسيداتيو، التهاب عصبي، در شروع و پيشرفت اختلالات شناختي مؤثر مي‌باشند (3, 4). شواهد متعدد نشان داده‌اند که تخريب نورون‌هاي دوپامينرژيک در بيماري پارکينسون با توليد بيش‌ازحد [footnoteRef:4]ROS مرتبط است. يکي از دلايل تجمع شديد ROS مي‌تواند به اختلالات ميتوکندري و التهاب مربوط باشد. مکان‌هاي اصلي در مغز که در آن ROS توليد مي‌شود، ميتوکندري در نورون‌ها و نوروگليا هستند. توليد بيش‌ازحد ROS در اين اختلال عصبي افزايش مي‌يابد و دلايل اصلي آن التهاب عصبي، اختلال عملکرد ميتوکندري، سن، افزايش سطح آهن و کلسيم و تخريب دوپامين است. علاوه بر اين، توليد بيش‌ازحد ROS مي‌تواند در صورت قرار گرفتن در معرض محيطي با آفت‌کش‌ها و نوروتوکسين‌ها تشديد شود. اگرچه فرآيند دقيقي که از دست دادن نورون دوپامينرژيک را تعيين مي‌کند، مشخص نيست، پيشنهاد شده است که ROS يکي از عوامل کليدي است (5). تجزيه‌وتحليل مدل‌هاي موش اسکلروز جانبي آميوتروفيک گزارش کردند که پايانه‌هاي عصبي به ROS حساس هستند، که نشان مي‌دهد استرس اکسيداتيو، اختلال در عملکرد ميتوکندري، افزايش Ca+2 داخل سلولي و کاهش انتقال پيش سيناپسي در اتصالات عصبي عضلاني را تقويت مي‌کند. علاوه بر اين، عوامل التهابي منجر به تخريب عصبي مي‌شوند (6). در بيماري آلزايمر استرس اکسيداتيو از طريق سه مکانيسم اصلي که بر هموستاز سلولي، توليد ROS و تنظيم افزايشي تشکيل Aβ و p-tau تأثير مي‌گذارد، به پيشرفت اين بيماري کمک مي‌کند (7). مشاهده شده است که التهاب عصبي همراه با استرس اکسيداتيو جنبه‌هاي اساسي هستند که بايد در رابطه با شروع و پيشرفت اختلالات نورودژنراتيو موردتوجه قرار گيرند و به‌طور جدايي‌ناپذيري در پاتوژنز آن‌ها مرتبط هستند. سلول‌هاي التهابي ROS آزاد مي‌کنند که استرس اکسيداتيو توليد مي‌کنند (8). [4:  Reactive oxygen species] 

التهاب عصبي به‌عنوان يک پاسخ التهابي در سيستم عصبي مرکزي (CNS) تعريف مي‌شود که با توليد سايتوکاين‌ها همراه با کموکاين‌ها و آنزيم‌هاي التهابي انجام مي‌شود. ميکروگليا نوعي سلول گليال مربوط به ماکروفاژها است که سلول‌هاي ايمني در مغز و نخاع را تشکيل مي‌دهند. ميکروگليا با حذف محصولات متابوليکي غيرضروري، مواد خارجي و بقاياي سلولي نقش مهمي در حفظ هموستاز بافت عصبي ايفا مي‌کند(9). علاوه بر اين در رشد مغز، تعديل عصبي، شکل‌پذيري سيناپسي شرکت مي‌کند و به يادگيري و پردازش حافظه کمک مي‌کند (10, 11). گروه ديگري از سلول‌هاي CNS که داراي نقش ايمني هستند، آستروسيت‌ها هستند و مهمترين نقش آن‌ها حفظ سد خوني مغزي است (12). سلول‌هاي ميکروگليال TLR4 و TLR2 را بيان مي‌کنند و فعال شدن آن‌ها با التهاب عصبي و افزايش مرگ سلول‌هاي عصبي همراه است (13).  فعال شدن طولاني‌مدت ميکروگليا منجر به افزايش استرس اکسيداتيو و تخريب عصبي و اختلال عملکرد ميتوکندري مي‌شود که منجر به مرگ نورون‌ها و تخريب عصبي، به‌ويژه در ناحيه هيپوکامپ مي‌شود (14, 15). علاوه بر اين، مطالعات نشان دادند که محرک‌هاي مزمن التهابي مشتق از ميکروگليال، ازجمله TNF-α، IL-1α منجر به تبديل آستروسيت‌هاي با فنوتيپ A2 به A1، که سبب تخريب عصبي مي‌شود(16). در حالت استرس اکسيداتيو، بسياري از ماکرومولکول‌ها آسيب مي‌بينند و فرايند اکسيداسيون پروتئين، DNA، ليپيدها، غيرفعال شدن آنزيم‌ها و اختلاف در عملکرد غشاهاي مختلف اتفاق مي‌افتد (17).  مطالعات زيادي بر اين باورند که استرس اکسيداتيو با افزايش سن در بافت ها افزايش مي‌يابد (18). سيستم کولينرژيک به‌عنوان واسطه برهمکنش‌هاي عصبي-ايمني يا تنظيم‌کننده داخلي پاسخ‌هاي ايمني پيشنهاد شده است (19). نشان داده شده است که محصولات ترشحي سلول‌هاي گليال فعال‌شده با سيستم ايمني به‌طور انتخابي سيستم کولينرژيک را مختل مي‌کنند. سيستم آنتي‌اکسيداني نقش مهمي در تنظيم تغييرات التهابي  و همچنين تغييرات کولينرژيک در شرايط نورودژنراتيو ايفا مي‌کند (20).
ليپوپلي ساکاريد ها مولکول‌هاي بزرگ حاوي ليپيد و پلي ساکاريد هستند که در غشاي خارجي باکتري‌هاي گرم منفي يافت مي‌شوند (21). يک نقطه مشترک اصلي بين التهاب عصبي و التهاب ناشي از LPS[footnoteRef:5] مسير سيگنالينگ TLR4 است. تجويز LPS باعث پاسخ التهابي مي‌شود که عمدتاً توسط TLR4، فعال‌سازي مجدد ميکروگليال و التهاب عصبي ايجاد مي‌شود که منجر به انحطاط نورون‌ها، تخريب سيناپس و درنهايت مرگ سلول‌هاي عصبي مي‌شود (22). اين فرآيند با توليد عوامل التهابي، مانند TNF-α، IL-6، و IL-1β، افزايش فعاليت iNOS، COX-2، β-سکرتاز، γ-سکرتاز، تجمع آميلوئيد بتا و استرس اکسيداتيو واسطه مي‌شود (23). آميلوئيدوژنز ناشي از LPS بارزترين پديده در نواحي قشر مغز و هيپوکامپ است (24). متعاقباً، در شرايط in vivo، اختلال شناختي رخ مي‌دهد و به دنبال آن تغييراتي در رفتار طبيعي ازجمله کاهش حرکت، اضطراب، افسردگي، خواب‌آلودگي، کاهش اشتها و کاهش وزن رخ مي‌دهد که به آن اختلال رفتاري نيز مي‌گويند (9). LPS سبب کاهش پروتئين α7nAChR، محتواي استيل کولين (ACh) و فعاليت کولين استيل ترانسفراز (ChAT) و افزايش فعاليت استيل کولين استراز (AChE) گرديد. گزارش شده است LPS به‌طور معني‌داري مالون دي آلدئيد (MDA) و پراکسيد هيدروژن (H2O2) را افزايش و محتواي کاتالاز (CAT) و گلوتاتيون (GSH) را در هيپوکامپ کاهش مي‌دهد (25). افزايش تجمع آميلوئيد بتا به دليل تجويز مزمن LPS، مدل LPS را به روشي بسيار مناسب براي مطالعات بيماري آلزايمر تبديل مي‌کند (23). LPS همچنين مي‌تواند ويژگي‌هاي مشخصه بيماري پارکينسون را با ايجاد التهاب عصبي و تخريب نورون‌هاي دوپامينرژيک القا کند (26). علاوه بر اين، کاربرد مدل‌هاي تجربي LPS در اسکلروز جانبي آميوتروفيک و بيماري هانتينگتون بررسي شده است (27). ازاين‌رو، ايجاد يک مدل تجربي القاشده با LPS در مطالعات بسياري براي بررسي اساس مولکولي اختلالات شناختي ناشي از بيماري‌هاي عصبي و براي آزمايش استراتژي‌هاي درماني بالقوه است (28, 29). همچنين آسيب اکسيداتيو بافت مغز به‌عنوان عامل مهمي در اختلال حافظه ناشي از LPS در نظر گرفته شده است (30). [5:  Lipopolysaccharide] 

در چند سال اخير استفاده از ترکيبات طبيعي در درمان حفاظتي بيماري‌هاي عصبي موردتوجه قرار گرفته است. ديوسجنين يک ساپوجنين استروئيدي موجود در شنبليله و سيب‌زميني شيرين است (31). همچنين به دليل مفيد بودن در درمان بيماري‌هايي مانند اختلالات سيستم عصبي، سرطان، آسم، بيماري‌هاي قلبي عروقي اهميت زيادي پيدا کرده است (32). ديوسجنين استرس اکسيداتيو، التهاب و آپوپتوز را کاهش مي‌دهد (33) و به‌عنوان يک داروي بهبوددهنده حافظه پيشنهاد شده است (34). مطالعات گذشته نشان دادند ديوسجنين پلاک‌هاي آميلوئيد و نوروفيبريلار تانگل را در مغز کاهش مي‌دهد (35). همچنين با جلوگيري از آپوپتوز ناشي از دي گالاکتوز سبب کاهش اختلال عصبي مي‌شود (36). تجزيه‌وتحليل بيوشيميايي مطالعه‌هاي گذشته نشان دادند که ديوسجنين ميزان پلاک‌هاي آميلوئيد بتا، استرس اکسيداتيو، التهاب عصبي و افزايش فعاليت استيل کولين استراز را کاهش داد (37). علاوه بر اين، درمان ديوسجنين باعث کاهش فعاليت استيل کولين استراز هيپوکامپ و مالون دي آلدئيد، همراه با بهبود آنتي‌اکسيدان‌هايي مانند سوپراکسيد ديسموتاز و گلوتاتيون مي‌شود. در همين حال، گزارش شده است که تجويز ديوسجنين سطوح هيپوکامپ شاخص‌هاي التهابي هيپوکامپ، مانند اينترلوکين 6، NF-kB، TLR4، فاکتور نکروزدهنده تومور آلفا، و نشانگر زيستي خاص آستروسيت (GFAP) را کاهش و از سوي ديگر سطوح بافتي Nrf2 را افزايش مي‌دهد (38). اگرچه مطالعات متعددي که قبلاً انجام شده بود، عملکرد تقويت شناختي ديوسژنين را در برابر اختلالات نورودژنراتيو پيشنهاد کردند، اما مکانيسم‌هاي مولکولي زيربنايي به‌وضوح درک نشده‌اند. ازآنجايي‌که بيماري‌هاي تخريب‌کننده عصبي در حال گسترش هستند و مطالعات زيادي بر خواص آنتي‌اکسيداني و ضدالتهابي ديوسجنين اشاره کرده‌اند و نيز با توجه به اينکه اثر ديوسجنين بر مدل موشي تحت القا با ليپوپلي ساکاريد بررسي نشده است، بنابراين هدف مطالعه حاضر، بررسي تأثير ديوسجنين بر اختلال شناختي، فعاليت استيل کولين استراز، استرس اکسيداتيو و واکنش آستروگليال به دنبال القا التهاب عصبي در موش صحرايي است.

مواد و روش کار
در اين مطالعه تجربي از 32 سر موش صحرايي نر نژاد ويستار (انستيتو پاستور، کرج) در محدوده وزني 215-185 گرم استفاده شد. تمام حيوان‌ها در دماي 23- 21 درجه سانتي‌گراد در گروه‌هاي 3 تا 4 تايي در هر قفس قرار داده شدند. حيوان‌ها آزادانه به آب‌لوله‌کشي و غذاي مخصوص موش (شركت خوراك دام پارس، كرج) دسترسي داشتند. موش‌ها به‌طور تصادفي به 4 گروه (در هر گروه 8 موش) تقسيم شدند که عبارت‌اند از: گروه‌هاي كنترل، كنترل تحت تيمار با ديوسجنين (40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، دوز مؤثر که در مطالعات قبلي گزارش شده است (39))، ليپوپلي ساکاريد، و ليپوپلي ساکاريد تحت تيمار با ديوسجنين (40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم). در مورد گروه‌هاي دريافت‌کننده ديوسجنين، اين ماده به‌صورت خوراکي با دوز ذکرشده به مدت هفت روز و روزانه تجويز شد. براي القا التهاب عصبي، ليپوپلي ساکاريد حل‌شده در نرمال سالين به ميزان 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم به فرم داخل صفاقي در اولين روز و يک ساعت قبل تجويز ديوسجنين تزريق شد. معيارهاي ورود به مطالعه عبارت‌اند از: جمعيت: مدل‌هاي اختلال شناختي تحت القا با LPS، مداخله: داروي LPS، پيامدها: ميزان مرگ‌ومير بود. معيارهاي خروج از مطالعه: جمعيت: اگر مدل اختلال حافظه به‌درستي القا نشده باشد، پيامدها: علائم بيماري القاشده کافي نباشد.

استفاده از شاتل باکس براي بررسي رفتار اجتنابي غيرفعال:
براي بررسي رفتار احترازي غيرفعال، از يك دستگاه به ابعاد 20×80×20 سانتيمتر (شاتل باكس) داراي يك محفظه روشن و يك محفظه تاريك استفاده شد. از ميله‌هاي فلزي موجود در كف محفظه تاريك براي شوك دادن به پاي حيوان استفاده شد. براي اعمال تحريك به محفظه تاريك، از دستگاه استيمولاتور خاص (بهبود پرداز، تهران) استفاده گرديد. بدين منظور، تك تحريكي به شدت يك ميلي‌آمپر و به مدت يك ثانيه اعمال گرديد. در اين مطالعه، روش بررسي رفتار احترازي غيرفعال در هفته سوم پس از شروع تزريق ليپوپلي‌ساکاريد، به شرح زير بود:
الف) مرحله سازش: در اين مرحله، قبل از شروع آزمايش، هر حيوان براي 2 روز متوالي به مدت 5 دقيقه در داخل دستگاه قرار داده شد.
 ب) مرحله اکتساب: در اين مرحله (روز سوم)، حيوان در محفظه روشن به مدت 5 دقيقه قرار داده شد، اين محفظ تاريك نگهداشته شد. در اين مدت درب گيوتيني ارتباط‌دهنده محفظه روشن و تاريك کاملاً بسته بود. در انتهاي دوره، لامپ محفظه روشن‌شده و درب گيوتيني باز ميگرديد. به‌محض باز کردن درب، كورنومتر بكار انداخته شد و مدت‌زماني كه طول كشيد تا حيوان از محفظه روشن به محفظه تاريك برود، يادداشت گرديد كه مدت‌زمان اين تأخير اوليه تحت عنوان تأخير اوليه (IL)[footnoteRef:6] اطلاق گرديد (ملاك براي ورود حيوان به محفظه تاريك، عبور اندامهاي حركتي پشتي حيوان از در ارتباط‌دهنده دو محفظه بود). سپس، درب پايين آورده ميشد و يك تك شوك به حيوان وارد ميآمد. در پايان كار پس از 1 دقيقه، حيوان به قفس منتقل ميگرديد. در ارتباط با اين مرحله، موش‌هاي با تأخير اوليه بيشتر از 60 ثانيه آزمايشات حذف گرديدند. [6:  Initial latency] 

ج ) مرحله بازيابي حافظه: اين مرحله 24 ساعت پس از مرحله دوم در روز چهارم انجام پذيرفت. اين مرحله مشابه مرحله قبل بود با اين تفاوت كه زماني كه حيوان به محفظه تاريك وارد ميشد، هيچگونه شوكي را دريافت نميكرد. در اين مرحله، تأخير در حين عبور (STL)[footnoteRef:7] اندازهگيري گرديد. منظور از تأخير در حين عبور مدت‌زماني است كه قبل از آن‌که حيوان وارد محفظه تاريك شود، در محفظه روشن باقي ميماند. زمان قطع آزمايش نيز 150 ثانيه درنظر گرفته شد. (40). انجام سه مرحله شاتل باکس در صبح و در رأس يک ساعت معين انجام گرديد. [7:  Step Through Latency] 

در پايان هفته سوم پس از شروع تزريق ليپوپلي‌ساکاريد بعد از اتمام بررسي‌هاي رفتاري، حيوانات با استفاده از تزريق داخل صفاقي کتامين بيهوش شدند. سپس با رعايت مسائل اخلاقي بافت هيپوکامپ جدا شد. در رابطه با کاليبراسيون دستگاه‌ها، خروجي تحريکي در ابتدا توسط شرکت سازنده بررسي و تأييد شده بود.
تهيه هموژنه هيپوکامپ:
براي تهيه هموژنه بافتي، ابتدا بافت هيپوکمپ توزين شد و به آن به‌صورت جداگانه، بافر تريس سرد (pH= 7.4) براي نسبت وزني 5/2 درصد اضافه شد و به مدت يک دقيقه با دستگاه ميکروهموژنايزر با دور 5000 در دقيقه هموژنيزه گرديد و محلول هموژنيزه شده، توسط سانتريفيوژ يخچال دار با دور 3000 دور در دقيقه و به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ شد. پس از انجام سانتريفيوژ، محلول رويي شفاف از بقيه محلول جدا و درون ميکروتيوب جمع آوري شد و از اين محلول براي سنجش شاخص‌ها استفاده شد.
سنجش فعاليت آنزيم استيل کولين استراز (AchE):
براي اندازه‌گيري فعاليت استيل کولين استراز، از روش المان (Ellman) استفاده مي‌شود. 4/0 ميلي‌ليتر محلول هموژن بافتي رقيق شده به کووت حاوي 6/2 ميلي‌ليتر بافر فسفات (pH=8) اضافه شد، سپس 100 ميکروليتر از واکنشگر المان DTNB به فوتوسل اضافه شده و سپس جذب نوري در طول موج 412 نانومتر خوانده شد. پس از گذشت زمان 2 دقيقه، جذب صفر شده و 20 ميکروليتر سوبسترا به آن اضافه گرديد. تغييرات جذب در هر دو دقيقه تا 10 دقيقه ثبت شده و بر اساس معادله المان ميزان فعاليت استيل کولين استراز محاسبه گرديد (41).
سنجش فعاليت کاتالاز (CAT):
براي سنجش کاتالاز کيت سنجش اختصاصي فعاليت کاتالاز شرکت کيازيست ساخت ايران استفاده شد. 20 ميکروليتر از نمونه، استاندارد، بلانک (بافر ليز کننده) را به چاهک‌هاي ميکروپليت اضافه کرديم و سپس 100 ميکروليتر از بافر اندازه گيري کاتالاز موجود در کيت را به آن اضافه کرديم، سپس 30 ميکروليتر متانول کاتالاز را به نمونه‌ها افزوديم و مخلوط کرديم. در مرحله بعد 20 ميکروليتر سوبستراي موجود در کيت را به آن افزوديم و درنهايت پليت را 20 دقيقه در دماي اتاق انکوبه کرديم و در ادامه 30 ميکروليتر از محلول STOP موجود در کيت به آن‌ها اضافه کرديم و در دماي اتاق 10 دقيقه انکوبه کرديم. پس از آن محلول پريوديت موجود در کيت را به آن اضافه کرديم و پس از 5 دقيقه جذب را در طول موج 550 نانومتر خوانديم.
سنجش سطح مالون دي آلدهيد (MDA):
MDA به‌عنوان شاخص پراکسيداسيون ليپيدي طبق روشي که اساس آن واکنش تيوباربيتوريک اسيد (TBA) است، انجام گرفت. نمونه‌هاي سانتريفيوژ شده با ترکيبي از TBA و تري کلرواستيک اسيد در HCl براي ايجاد رسوب پروتئين، مخلوط شدند. اين واکنش به مدت 30 دقيقه و در دماي جوش انجام شد. سپس اين مخلوط در دماي آزمايشگاه و با دور 3000 به مدت ده دقيقه سانتريفيوژ و رسوب حاصل از آن جدا شد. در طول موج 532 نانومتر جذب نمونه‌ها انجام گرفت و غلظت نهايي MDA به‌صورت nmol /mg پروتئين گزارش شد (42).
سنجش غلظت گلوتاتيون (GSH):
براي اين منظور، مايع رويي با اسيدتري کلرواستيک 5 درصد سانتريفيوژ شد. به 0.1 ميلي‌ليتر هموژنات، 2 ميلي‌ليتر بافر فسفات (pH=8.4)، 0.5 ميلي‌ليتر DTNB و 0.4 ميلي‌ليتر آب مقطر اضافه شد و جذب در 412 نانومتر خوانده شد (43, 44).
اندازه گيري ميزان GFAP:
براي سنجش اين شاخص از روش الايزاي ساندويچي و بر اساس دستورالعمل کيت استفاده شد. 5 ميکروليتر از آنتي بادي اوليه، عليه GFAP ايجاد شده در خرگوش با رقت مناسب حل شده در بافر سالين (pH=7.4) به 50 ميکروليتر از بافر پوشش دهنده[footnoteRef:8] در دماي 4 درجه سانتي گراد به مدت يک شب به چاهک‌هاي ميکروپليت اضافه شد. شست وشوي چاهک‌ها با بافر PBS سه بار انجام گرفت. به مدت 2 ساعت در دماي آزمايشگاه به هر چاهک 200 ميکروليتر بافر بلوکه کننده حاوي 5 درصد شير خشک غير چرب در بافر PBS انجام گرفت. سپس چاهک‌ها با بافر 2 بار شست و شو شدند. 100 ميکروليتر محلول استاندارد يا نمونه‌ي بافتي رقيق شده و به مدت يک شب در دماي 4 درجه سانتي گراد به چاهک‌ها اضافه شد. در اين مرحله چاهک‌ها با بافر سه بار شست و شو شدند. در مرحله بعد 100 ميکروليتر آر آنتي بادي ثانويه کونژويه ي متصل به آنزيم HRP با غلظت مناسب ايجاد شده در بز و نگه داري به مدت 2 ساعت در دماي آزمايشگاه صورت گرفت و سپس سه بار شست وشو چاهک‌ها با بافر انجام شد. پس از آن 100 ميکروليتر سوبستراي HRP حاوي آب اکسيژنه و تترامتيل بنزدين و نگه داري به مدت 15 دقيقه در دماي آزمايشگاه اضافه شد و در مکان تاريک قرارگرفت تا رنگ آبي ظاهر شود. سپس 50 ميکروليتر محلول Stop (اسيد سولفوريک 0.18) اضافه تا رنگ زرد ظاهر شود و سرانجام جذب نوري با استفاده از دستگاه پليت ريدر، در طول موج نوري 450 نانومتر خوانده شد. غلظت GFAP برحسب pg/ml با استفاده از منحني استاندارد بدست آمد. [8:  Coating buffer] 

تجزيه‌وتحليل آماري:
تمامي داده‌ها به‌صورت Mean ± SEM گزارش شدند. تجزيه‌وتحليل به کمک نرم افزار آماري (Graphpad Prism 8) انجام گرفت. ازمون آماري ANOVA يک طرفه و به دنبال آن آزمون Tukey استفاده شد. جهت رسم نمودارها از برنامه ميکروسافت اکسل 2018 استفاده گرديد. در اين مطالعه 0.05>P به‌عنوان سطح معني‌دار در نظر گرفته شد.

يافته‌ها
نمودار (1) نتايج حاصل ازمون اجتنابي غير فعال نشان داده شده است. تأخير اوليه که خود نشان‌دهنده توانايي حيوان براي فراگيري رفتار مربوطه است، در گروه‌هاي مختلف تفاوت معني‌دار نشان نداد هرچند در گروه‌هاي دريافت‌کننده ليپوپلي ساکاريد به درجات مختلف کمتر از گروه کنترل بود. در گروه کنترل دريافت‌کننده ديوسجنين نيز از اين نظر تفاوتي يافت نشد. تأخير در حين عبور شاخصي از توانايي حيوان براي تثبيت اطلاعات در حافظه و به يادآوري آن‌ها است. اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد به‌صورت معني‌دار و بارز نسبت به گروه کنترل کم‌تر بود (P<0.001). بعلاوه، اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک افزايش معني‌دار در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد (P<0.01) و کاهش معني‌دار نسبت به گروه کنترل (P<0.05) نشان داد.
نتايج مربوط به فعاليت آنزيم استيل کولين استراز در نمودار (2) نشان داده شده است. در گروه ليپوپلي ساکاريد فعاليت اين آنزيم به‌صورت معني‌دار و بارز نسبت به گروه کنترل بيشتر بود (P<0.01). بعلاوه، اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک کاهش معني‌دار در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد نشان داد (P<0.05).
نمودار (3) نتايج حاصل از فعاليت آنزيم کاتالاز در واحد حجم هموژنه بافت هيپوکامپ نمونه‌ها، به نسبت غلظت عمومي پروتئين مربوط به هر بافت برحسب ميکروگرم بر ميلي‌ليتر را مشخص مي‌کند. در گروه ليپوپلي ساکاريد فعاليت آنزيم کاتالاز کاهش معنا دار نسبت به گروه کنترل نشان داد (P<0.01). اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين افزايش معنا دار در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد نشان داد (P<0.05).
نتايج مربوط به اندازه گيري مالون دي آلدهيد به‌عنوان شاخص استرس اکسيداتيو در هموژنه هيپوکامپ گروه‌هاي مختلف در نمودار (4) نشان داده شده است. گروه ليپوپلي ساکاريد در مقايسه با گروه کنترل افزايش معني‌دار (P<0.001) در ميزان MDA نشان داد. در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک کاهش معني‌دار در ميزان مالون دي آلدئيد در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد و يک افزايش معنادار در سطح اين فاکتور درمقايسه با گروه کنترل مشخص گرديد (به ترتيب P<0.01 و P<0.05).
نتايج حاصل از سنجش ميزان گلوتاتيون (GSH) در واحد حجم بافت هموژنه هيپوکامپ نمونه‌ها در نمودار (5) به تصوير کشيده شده است. اندازه گيري غلظت گلوتاتيون در گروه ليپوپلي ساکاريد و گروه ليپوپلي ساکاريد تحت تيمار با ديوسجنين کاهش معنا دار نسبت به گروه کنترل نشان داد (به ترتيب P<0.01 و P<0.05).
نمودار (6) نتايج مربوط به اندازه گيري ميزان بيان پروتئين (GFAP)[footnoteRef:9] به‌عنوان شاخص آسترگليوز در بافت هموژنه هيپوکامپ نمونه‌ها را نشان مي‌دهد. اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد و ليپوپلي ساکاريد تحت تيمار با ديوسجنين به‌صورت معني‌دار و بارز نسبت به گروه کنترل بيشتر بود (به ترتيب P<0.001 و P<0.01). اما در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک کاهش معني‌دار در ميزان بيان اين فاکتور در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد نشان داد (P<0.05). [9:  Glial fibrillary acidic protein] 


...	و همکاران
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نمودار (1): ميزان تأخير اوليه و تأخير در حين عبور در آزمون اجتنابي غير فعال در گروه‌هاي مختلف مطالعه. گروه‌هاي كنترل، کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، ليپوپلي ساکاريد در دوز 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم و ليپوپلي ساکاريد تيمار شده با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم (P<0.05⃰، ⃰ ⃰ ⃰ ⃰P˂0.001 (درمقايسه با گروه کنترل)، P<0.01# # (در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد)). مقدار P کمتر از 0.05 به‌عنوان سطح معني‌داري آماري در نظر گرفته شده است.
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نمودار (2): ميزان فعاليت استيل کولين استراز در گروه‌هاي مختلف مطالعه. گروه‌هاي كنترل، کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، ليپوپلي ساکاريد در دوز 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم و ليپوپلي ساکاريد تيمار شده با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم.   ⃰ ⃰P<0.01) (درمقايسه با گروه کنترل) ، P<0.05# (در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد)). مقدار P کمتر از 0.05 به‌عنوان سطح معني‌داري آماري در نظر گرفته شده است.
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نمودار (3): ميزان فعاليت آنزيم کاتالاز در گروه‌هاي مختلف مطالعه. گروه‌هاي كنترل، کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، ليپوپلي ساکاريد در دوز 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم و ليپوپلي ساکاريد تيمار شده با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم.   ⃰ ⃰P<0.01) (درمقايسه با گروه کنترل) ، P<0.05# (در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد)). مقدار P کمتر از 0.05 به‌عنوان سطح معني‌داري آماري در نظر گرفته شده است. 


[image: ]
نمودار (4): ميزان مالون دي آلدهيد در گروه‌هاي مختلف مطالعه. گروه‌هاي كنترل، کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، ليپوپلي ساکاريد در دوز 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم و ليپوپلي ساکاريد تيمار شده با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم (P<0.05⃰، ⃰ ⃰ ⃰ ⃰P˂0.001 (درمقايسه با گروه کنترل)، P<0.01# # (در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد)). مقدار P کمتر از 0.05 به‌عنوان سطح معني‌داري آماري در نظر گرفته شده است.
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نمودار (5): ميزان غلظت گلوتاتيون در گروه‌هاي مختلف مطالعه. گروه‌هاي كنترل، کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، ليپوپلي ساکاريد در دوز 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم و ليپوپلي ساکاريد تيمار شده با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم (P<0.05⃰، ⃰ ⃰P<0.01 (درمقايسه با گروه کنترل)). مقدار P کمتر از 0.05 به‌عنوان سطح معني‌داري آماري در نظر گرفته شده است.
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نمودار (6): ميزان GFAP در گروه‌هاي مختلف مطالعه. گروه‌هاي كنترل، کنترل تحت تيمار با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم، ليپوپلي ساکاريد در دوز 1 ميلي‌گرم بر کيلوگرم و ليپوپلي ساکاريد تيمار شده با ديوسجنين در دوز 40 ميلي‌گرم بر کيلوگرم (⃰  ⃰P<0.01،  ⃰ ⃰ ⃰ ⃰P˂0.001 (در مقايسه با گروه کنترل)، P<0.05# (در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد)). مقدار P کمتر از 0.05 به‌عنوان سطح معني‌داري آماري در نظر گرفته شده است.


بحث و نتيجه‌گيري
اين مطالعه اثر حفاظت کننده عصبي ديوسجنين را در موش‌هاي مبتلا به تخريب عصبي القاء شده با LPS نشان داد. تجويز سيستميک LPS نه‌تنها باعث ايجاد يک پاسخ ايمني ذاتي محيطي مي‌شود، بلکه سيستم عصبي مرکزي را از طريق فعال‌سازي سايتوکاين‌هاي پيش التهابي مانند اينترلوکين 6 (IL-6)، اينترلوکين 1 بتا (IL-1β) و فاکتور نکروز دهنده تومور آلفا (TNF-α) در مغز نيز تحت تأثير قرار مي‌دهد (45). قرار گرفتن در معرض LPS با القاي التهاب عصبي، به‌عنوان يک مدل آزمايشگاهي التهاب عصبي و استرس اکسيداتيو در مغز منجر به اختلال شناختي مي‌شود (46). نتايج Mani و همکاران در سال 2023 نشان داد که LPS ممکن است بتواند با کاهش فعاليت کولينرژيک سبب از دست دادن حافظه مرتبط با التهاب عصبي و درعين‌حال آپوپتوز سلولي و استرس اکسيداتيو گردد (47).
مطالعات قبلي نشان داده‌اند که تجويز LPS مي‌تواند منجر به اختلال يادگيري و حافظه شود (48). در مطالعه حاضر نشان داده شد، تأخير اوليه که نشان‌دهنده توانايي حيوان براي فراگيري رفتار مربوطه است، در گروه‌هاي مختلف تفاوت معني‌دار نشان نداد هرچند در گروه‌هاي دريافت‌کننده ليپوپلي ساکاريد به درجات مختلف کمتر از گروه کنترل بود. همچنين تأخير در حين عبور که معرف توانايي حيوان براي تثبيت اطلاعات در حافظه و به يادآوري آن‌ها هست در گروه ليپوپلي ساکاريد به‌صورت معني‌دار و بارز نسبت به گروه کنترل کم‌تر بود. همچنين تأخير در ورود به محفظه تاريک نشان داد، توانايي موش‌ها براي پاسخ به حافظه اجتنابي غيرفعال مي‌تواند توسط LPS، مطابق با گزارش‌هاي قبلي(46, 48) کاهش يابد.
اخيراً، محققان نشان داده‌اند که تجويز LPS منجر به نقص حافظه در آزمون اجتنابي غيرفعال و آزمايش ماز آبي موريس مي‌شود که تا حدي به دليل التهاب بافت مغز و استرس اکسيداتيو است (49). Skibska و همکاران در سال 2023 گزارش کردند که LPS سبب افزايش پارامترهاي استرس اکسيداتيو و بيان سايتوکاين‌هاي پيش التهابي در کليه موش صحرايي مي‌گردد (50).
در مطالعه توهدا و همکاران در سال 2017، تجويز خوراکي ديوسجنين به بهبود عملکرد شناختي کمک کرد (51). علاوه بر اين، ديوسجنين داراي ويژگي‌هاي محافظت‌کننده عصبي است. کانگ و همکاران در سال 2011 نشان دادند که ديوسجنين تغييرات عملکردي و ساختاري را معکوس کرده و ترميم عصبي در مدل نوروپاتي ديابتي القا مي‌کند (52). گزارش شده است که ديوسجنين مي‌تواند انواع مختلفي از آسيب مغزي را در مدل‌هاي موش تراريخته بهبود بخشد (53). اثرات محافظت‌کننده عصبي اين ماده در موش‌هاي تحت تيمار با دي گالاکتوز را تأييد شده است (54). مطالعه مشابه ديگري نشان داد که گياه Dioscorea pseudojaponica حاوي ديوسجنين روي اختلالات شناختي و بهبود حافظه و يادگيري مؤثر است (55). نتايج اين مطالعه نشان داد، تأخير در ورود به محفظه تاريک در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک افزايش معني‌دار در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد نشان داد که موافق با مطالعات مذکور بود.
چندين گزارش نشان داده است که AChE در بيماران آلزايمري باعث درجات مختلف آسيب مي‌شود (53, 56). نشان داده شده است که کاهش انتقال‌دهنده عصبي استيل کولين در مغز با نقص يادگيري و حافظه همراه است (57). AChE سبب هيدروليز اين نوروترانسميتر مي‌گردد و افزايش فعاليت AChE منجر به کاهش سطح آن مي‌شود. چندين مطالعه پيشنهاد کرده‌اند که مهارکننده‌هاي AChE مانند ريواستيگمين وگالانتامين، سطح استيل کولين را افزايش مي‌دهند و عملکرد شناختي را به‌طور مؤثر بهبود مي‌بخشند (58). نتايج مطالعه‌اي نشان داد که پيش تيمار با ديوسجنين در موش‌هاي مدل آلزايمري باعث کاهش قابل‌توجهي در فعاليت AChE مي‌شود و ديوسجنين مي‌تواند يک راه‌حل درماني براي بيماري آلزايمر باشد (53). به‌طوري‌که در گروه ليپوپلي ساکاريد فعاليت اين آنزيم افزايش معناداري نسبت به گروه کنترل داشت. بعلاوه، اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک کاهش معني‌دار در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد نشان داد. فعاليت مهاري AChE ديوسجنين در مطالعه‌ي ديگر گزارش شده است (59).
استرس اکسيداتيو با پاتوفيزيولوژي بيماري‌هاي نورودژنراتيو مرتبط است. آسيب اکسيداتيو بافت مغز نيز به‌خوبي شناخته شده است که نقشي در اختلالات يادگيري و حافظه ناشي از LPS در مدل حيواني دارد. هيپوکامپ مرکزي براي يادگيري و حافظه است اما به استرس اکسيداتيو حساس است. در تحقيقات قبلي، مشخص شد که اختلال حافظه ناشي از LPS با افزايش متابوليت‌هاي MDA و اکسيد نيتريک (NO) و کاهش محتواي SOD، CAT و تيول در هيپوکامپ مرتبط است (60). مطالعات قبلي نشان داده است که پس از تزريق داخل بطن مغزي LPS، تغييرات قابل‌توجهي در نشانگرهاي استرس اکسيداتيو در هيپوکامپ موش مشاهده شد (61). مطالعه ما نشان داد که سطح MDA هيپوکامپ در گروه تحت تيمار با LPS به‌طور قابل‌توجهي افزايش يافته است. بااين‌حال، فعاليت آنزيم آنتي‌اکسيداني CAT به‌طور چشمگيري در موش‌هاي تحت تيمار با LPS کاهش يافت. علاوه بر اين، گلوتاتيون يک مولکول‌تري پپتيدي است که حاوي سيستئين و يک گروه تيول فعال براي حفظ وضعيت ردوکس داخل سلولي است. همچنين از سلول‌ها در برابر اثرات مخرب راديکال‌هاي آزاد و پراکسيدهاي تشکيل‌شده در طول استرس اکسيداتيو محافظت مي‌کند (62). کاهش قابل‌توجه در سطح GSH در هيپوکامپ موش‌هايي که LPS به‌تنهايي در اين مطالعه تجويز شده بود نشان داده شد. اين را مي‌توان با اين واقعيت توضيح داد که در نقص‌هاي شناختي ناشي از LPS، افزايش التهاب و نشانگرهاي استرس اکسيداتيو ممکن است به دليل اختلال در مکانيسم‌هاي ضدالتهابي و ضد اکسيداتيو باشد. بنابراين، اين مطالعات نشان داد که استرس اکسيداتيو و التهاب در پاتوژنز نقايص شناختي القاشده با LPS شرکت مي‌کنند. بنابراين کاهش استرس اکسيداتيو و التهاب به‌طور هم‌زمان ممکن است در کاهش زوال شناختي در وظايف وابسته به هيپوکامپ مؤثر باشد. سنجش ميزان MDA، به‌عنوان يک مارکر قابل‌اعتماد استرس اکسيداتيو، براي انعکاس سطح آسيب‌هاي سلولي ناشي از ROS استفاده شد و مهار MDA مي‌تواند يک رويکرد بالقوه براي استرس اکسيداتيو باشد. CAT و مولکول‌هاي آنتي‌اکسيداني GSH نقش مهمي در از بين بردن گونه‌هاي فعال اکسيژن دارند. در اين مطالعه، تيمار با ديوسجنين در گروه ليپوپلي ساکاريد به‌طور قابل‌توجهي باعث کاهش MDA و افزايش فعاليت CAT و غلظت GSH در هيپوکامپ شد. نتايج نشان داد که ديوسجنين فعاليت آنتي‌اکسيداني را براي کاهش آسيب استرس اکسيداتيو توسط التهاب ناشي از LPS در مغز افزايش مي‌دهد. در همين راستا اثرات محافظت عصبي ديوسجنين در مدل موش ديابتي نيز توسط لنگ و همکاران در سال 2020 مورد ارزيابي قرار گرفت. مطالعات آن‌ها نشان داد، ديوسجنين به‌طور قابل‌توجهي سطح MDA را کاهش مي‌دهد اما سبب افزايش فعاليت آنزيم‌هاي آنتي‌اکسيداني (سوپراکسيد ديسموتاز و گلوتاتيون پراکسيداز) مي‌گردد (63). از سوي ديگر در مطالعه احدي و همکاران در سال 2024 نشان داد که تيمار با ديوسجنين پيامدهاي رفتاري، استرس اکسيداتيو و مرگ نورون‌ها را کاهش مي‌دهد (64).
در مطالعه‌ي ديگر نتيجه‌گيري شد که ديوسجنين با اثرات آنتي‌اکسيداني و حفاظت عصبي در درمان اختلالات شناختي مي‌تواند مؤثر باشد (65). در مطالعه Ben-Azu و همکاران در سال 2024 ديوسجنين از نقص‌هاي شناختي در موش‌هاي تحت تيمار با کتامين نسبت به گروه‌هاي کتامين جلوگيري کرد. افزايش سطح استيل کولين استراز، مالون دي آلدئيد و نيتريت توليدشده توسط کتامين بر اثر تيمار ديوسجنين در جسم مخطط، قشر جلوي مغز و هيپوکامپ کاهش يافت. ديوسجنين باعث افزايش سطح گلوتاتيون و کاتالاز شد. درنهايت، اين تغييرات بيوشيميايي ممکن است به نقايص رفتاري در موش‌هاي تحت تيمار با کتامين مرتبط باشد، که توسط ديوسجنين جلوگيري و معکوس شد (66). مطالعات قبلي (67, 68) نشان داده‌اند که LPS باعث فعال شدن ميکروگليا مي‌شود و درنتيجه ترشح سايتوکاين‌هاي پيش التهابي از طريق مسير NF-kB در هيپوکامپ موش مي‌شود (69). ترشح سايتوکاين هاي پيش التهابي به دنبال LPS باعث تحريک آستروسيت‌ها مي‌شود (70). آستروسيت‌هاي فعال‌شده منجر به التهاب عصبي تقويت‌شده و ايجاد تغييرات عملکردي در محيط عصبي مي‌شود (71). در اين مطالعه ما سطوح پروتئين اسيدي فيبريلاري گليال (GFAP) را به‌عنوان نشانگري براي آستروسيت‌هاي فعال موردسنجش قرار داديم. اين پارامتر در گروه ليپوپلي ساکاريد و ليپوپلي ساکاريد تحت تيمار با ديوسجنين به‌صورت معني‌دار و بارز نسبت به گروه کنترل بيشتر بود. درحالي‌که، گروه ليپوپلي ساکاريد دريافت‌کننده ديوسجنين يک کاهش معني‌دار در مقايسه با گروه ليپوپلي ساکاريد نشان داد. مطالعه‌هاي قبلي نشان داد، ديوسجنين با مهار واسطه‌هاي التهابي در کبد و مغز موش‌هاي صحرايي از پيشرفت بيماري آترواسکلروتيک جلوگيري مي‌کند (72). Tambe و همکاران در سال 2015 نشان دادند که تيمار ديوسجنين از نورون‌ها در برابر آسيب ناشي از تشنج محافظت مي‌کند. همچنين سطح GFAP را کاهش مي‌دهد (73). گزارش شده است که پيش تيمار ديوسجنين باعث بهبود رفتار حرکتي از طريق کاهش استرس اکسيداتيو و آستروگليوز (GFAP) در موش‌هاي تحت تيمار با 6- هيدروکسي دوپامين مي‌شود (74). علاوه بر اين، مشتقات ديوسجنين با فعاليت ضدالتهابي سبب مهار فعال‌سازي NF-ƙB و JNK مي‌شود (75). به‌علاوه ژانگ و همکارانش در سال 2016 با هدف بررسي اثر ديوسجنين بر آسيب مغزي ناشي از ايسکمي-پرفيوژن مجدد مغزي نشان دادند تيمار با ديوسجنين در گروه ضايعه ديده نسبت به گروه کنترل به‌طور معني‌داري ميزان مرگ را کاهش داد و اختلال مغزي را بهبود بخشيد. بنابراين اثرات حفاظت عصبي ديوسجنين ناشي از نقش ضدالتهابي، ضدآپوپتوزي است (76). نتايج اين مطالعه‌ها در راستاي اثر ديوسجنين بر بهبود التهاب عصبي مشابه نتايج مطالعه فعلي است.
به‌طور خلاصه نتايج مطالعه حاضر نشان داد که تجويز ديوسجنين به‌صورت خوراکي سبب کاهش استرس اکسيداتيو مي‌گردد که با کاهش شاخص پراکسيداسيون ليپيدي (MDA) و افزايش فعاليت آنتي‌اکسيداني (کاتالاز) مشهود بود. ديوسجنين با جلوگيري از افزايش فعاليت آنزيم استيل کولين استراز، فعاليت کولينرژيک را بهبود بخشيد، آستروگليوز را کاهش و حافظه را در آزمون رفتاري افزايش داد.
از محدوديت‌هاي اين مطالعه مي‌توان به عدم بررسي‌هاي بافت‌شناسي و عدم اندازه‌گيري ساير شاخص‌هاي مرتبط با LPS اشاره کرد. بنابراين به مطالعات آينده پيشنهاد مي‌گردد که اين پروتکل را بر روي شاخص‌هاي Iba1،،TNF و MMP اجرا نمايند.

تشکر و قدرداني
نويسندگان اين پژوهش مراتب تشکر و قدرداني خود را از محققين مطالعات واردشده گذشته اعلام مي‌دارند.
ملاحظات اخلاقي
 اين مطالعه با IR.Shahed.REC.1396.14 مصوب کميته ملي اخلاق وزارت بهداشت ايران و دانشگاه شاهد است. کليه مراحل انجام اين تحقيق با نظارت کميته نظارت بر حقوق حيوانات آزمايشگاهي دانشگاه شاهد و با پيروي از قوانين مراقبت و استفاده از حيوانات آزمايشگاهي مصوب وزارت بهداشت ايران انجام گرديد.
تعارض منافع
نويسندگان مطالعه اعلام مي‌کنند که تعارض منافعي وجود ندارد.
حمايت مالي
 اين پژوهش با کمک مالي دانشگاه شاهد انجام گرديد.
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Abstract
Background & Aims: Neuroinflammation has been reported as a key factor in the neuropathogenesis of cognitive disorders. Diosgenin, a steroidal sapogenin found in fenugreek, exhibits anti-inflammatory, anti-Alzheimer’s, and antioxidant effects. The aim of this study was to evaluate the effect of Diosgenin on cognitive deficits, cholinesterase activity, and astrogliosis following neuroinflammation induction in rats.
Materials & Methods: In this experimental study, 32 rats were randomly divided into four groups: Control, Control with Diosgenin treatment, Lipopolysaccharide (LPS), and LPS with Diosgenin treatment. Rats in the treatment groups received 40 mg/kg of Diosgenin daily for seven days orally. To induce neuroinflammation, lipopolysaccharide (1 mg/kg dissolved in normal saline) was injected intraperitoneally one hour before Diosgenin administration. Learning and memory were assessed using passive avoidance tasks. After preparing homogenized hippocampal tissue, molecular parameters were evaluated. Data were analyzed using one-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test, with p<0.05 considered statistically significant.
Results: Step-through latency was significantly increased in the LPS+Diosgenin group compared to the LPS group (P<0.01). Decreased acetylcholinesterase (AChE) activity (P<0.05) and increased catalase (CAT) activity (P<0.05), along with reduced GFAP (P<0.05) and malondialdehyde (MDA) levels (P<0.01), were observed in the LPS+Diosgenin group compared to the LPS group. A significant reduction in glutathione (GSH) levels (P<0.05) was noted in the LPS+Diosgenin group compared to the Control group. No significant differences were observed between the Diosgenin-treated Control group and the untreated Control group (P>0.05).
Conclusion: These findings suggest that Diosgenin is a memory-enhancing compound with antioxidant properties and has potential therapeutic applications in the treatment of various disorders, including neuroinflammation and leukemia, in the future.
Keywords: Diosgenin, Lipopolysaccharide, Astrogliosis, Oxidative stress, Memory, Cognitive disorder
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