
18

Spring 2023. Vol 32. Num 1

* Corresponding Author:
Yousef Panahi
Address: Division of Pharmacology and Toxicology, Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tabriz, Tabriz, Iran.
Tel: +98 (41) 36378742-45
E-Mail: y.panahi@tabrizu.ac.ir

Research Paper
Effects of Cabergoline and Levetiracetam on the Histological and Stereological 
Structure of the Cerebral Cortex, Hippocampus and Cerebellum of Rats With 
Pentylenetetrazol-Induced Seizure

1. Division of Pharmacology and Toxicology, Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tabriz, Tabriz, Iran.
2. Division of Histology, Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tabriz, Tabriz, Iran.

Mohammad Hossein Hajati Pishvari1 ,* Yousef Panahi1 , Gholamreza Hamidian2

Background Epilepcy is a chronic neurological disease, and due to its complex mechanism, the current 
therapeutic drugs for it are not effective enough. It may have a non-neurological origin such as astrocytes 
and microglia.
Objective This study aims to investigate the effect of cabergoline and levetiracetam (alone or combined) 
on the histological and stereological structure of the cerebral cortex, hippocampus, and cerebellum in 
rats with pentylenetetrazol (PTZ)-induced seizure. 
Methods In this experimental study, samples were 30 female rats in five groups of control, seizure (PTZ-
induced kindling), seizure+levetiracetam, seizure+cabergoline, seizure+levetiracetam+cabergoline. Le-
vetiracetam and cabergoline were used at 50 and 0.05 mg/kg doses, respectively, and half of these 
doses were used in the seizure+levetiracetam+cabergoline group. After anesthesia, animals’ brain tissue 
was removed and after preparing tissue slices, the number of neurons and neuroglia was examined us-
ing stereology technique.
Results In the cerebral cortex and in the molecular and granular layers of the cerebellum, the numbers of 
neurons and neuroglia in the treatment groups were not significantly different from those in the control 
group, but a significant decrease was observed in the CA1, CA2, and CA3 regions of the hippocampus in 
the seizure group compared to the control group. In dentate gyrus, the number of neurons in all treat-
ment groups and the number of neuroglia in the seizure group showed a significant decrease compared 
to the control group. In the Purkinje layer of the cerebellum, there was no significant change in the 
number of neurons compared to that in the control group.
Conclusion The hippocampus is more involved in the occurrence of seizure activity than other parts of 
the brain. Neurons and neuroglia play an essential role in seizures, but more studies are needed for de-
termining the relationship between the number of these cells and the use of cabergoline because their 
number decreases in different parts of the hippocampus following chronic seizures, where the relation-
ship is different between dendrite gyrus and CA regions. 
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Extended Abstract

Introduction

ecent evidence shows that hippocampal 
pyramidal cells are low in patients with 
status epilepticus [9] and glial cells and 
neuro-inflammation are involved in the 
pathogenesis of epilepsy; therefore, it is 

hopeful that by targeting these cells, the existing thera-
peutic strategies can be completed. Recent studies have 
shown different functions of microglia in the develop-
ment and maintenance of the central nervous system 
(CNS) in both healthy people and patients. The treatment 
of hippocampal tissue and the cerebral cortex with com-
pounds that induce seizures indicate the direct stimulation 
of astrocytes through a pathway that causes the release of 
glutamate from glial cells. Anticonvulsant drugs can re-
duce the activity of this non-neuronal pathway [2]. When 
these stimulatory pathways are considered together with 
GABA- and adenosine-dependent inhibition in reactive 
astrocytes, the role of these supporting cells in causing 
seizures become more evident. Therefore, the dysfunc-
tion of astrocytes in the regulatory feedback loop is one of 
the causes of seizures. 

Prolactin is a hormone with different actions in the CNS 
that causes the activation and suppression of microglia 
and astrocytes release inflammatory and anti-inflamma-
tory cytokines [3]. Prolactin performs different actions 
through its receptors, which are found both in both nerve 
and glial cells of the brain. Considering the dynamics of 
glial cells and their function in different pathological con-
ditions, as well as the protective effect of prolactin in nerve 
cells, there is a possibility that prolactin can be a new target 
in the neuropathology of neurological diseases [4]. There-
fore, the purpose of this study is to compare the effects of 

cabergoline and levetiracetam on tissue and stereological 
changes in the cortex, hippocampus and cerebellum.

Methods

In the present study, 30 adult female rats were randomly 
divided into five groups of 6 including control (normal 
saline, oral gavage), chronic seizure (30 mg/kg Pentyl-
enetetrazole, i.p., three times a week for 10 consecutive 
weeks) [5], chronic seizure+levetiracetam (30 mg/kg 
Pentylenetetrazole+50 mg/kg levetiracetam, oral gavage( 
[6], chronic seizure+cabergoline (30 mg/kg Pentylene-
tetrazole+0.05 mg/kg cabergoline, oral gavage) [7] and 
chronic seizure+levetiracetam+cabergoline (30 mg/kg 
Pentylenetetrazole+25 mg/kg levetiracetam+0.025 mg/
kg cabergoline). The animals were anesthetized with ket-
amine-xylazine and their brain tissue was removed and 
placed in a 10% formalin solution for histological and 
stereological studies [8]. After fixing the samples in three 
areas such as the hippocampus, cerebellum, and cerebral 
cortex, the tissue samples underwent standard proce-
dures, including dehydration, clarification, and impregna-
tion with paraffin. Using a rotary microtome, thin tissue 
slices with a thickness of 5 micrometers for histological 
study and a thickness of 50 micrometers for stereological 
study were created [9].

Results

The numbers of neurons and neuroglia in the cerebral 
cortex and in the molecular and granular layers of the 
cerebellum in the treatment groups were not significantly 
different from those in the control group. The number of 
neurons in the Purkinje layer of the cerebellum does was 
not significantly different compared to that in the control 
group. The number of neurons and neuroglia in CA1, 
CA2 and CA3 regions of the hippocampus in the seizure 
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Graph Figure 1: Effects of oral administration of Levetiracetam levetiracetam (50 mg/kg, by gavage, for 10 
weeks), Cabergoline cabergoline (0.05 mg/kg, by gavage, for 10 weeks) and,  25 mg/kg lLevetiracetam at 25 mg/kg 
+ 0.025 mg/kg Cabergoline cabergoline at 0.025 mg/kg on the number of neurons and neuroglia in the hippocampus 
CA, cerebellum, and cerebral cortex in of PTZ-induced kindling animal model (30 mg/kg PTZ, i.p., for 10 week) of 
seizure activity in cerebral cortex, cerebellum, and CA. Each column represents the mean ± SEM, n = 6 per group. * 
Significant P < 0.05 Indicates significant differences compared to the control group at P< 0.05. 
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Figure 1. Effects of oral administration of levetiracetam (50 mg/kg, by gavage, for 10 weeks), cabergoline (0.05 mg/kg, by gavage, 
for 10 weeks) and 25 mg/kg levetiracetam + 0.025 mg/kg cabergoline on the number of neurons and neuroglia in the hippocampus 
CA, cerebellum, and cerebral cortex of PTZ-induced kindling animal model of seizure. Each column represents the mean ± SEM. 
* Significant compared to the control group at P<0.05.

 

CO
N SZ

SZ
+L
EV

SZ
+C
AB

SZ
+L
EV
+C
AB

 
 

 
 

Graph Figure 1: Effects of oral administration of Levetiracetam levetiracetam (50 mg/kg, by gavage, for 10 
weeks), Cabergoline cabergoline (0.05 mg/kg, by gavage, for 10 weeks) and,  25 mg/kg lLevetiracetam at 25 mg/kg 
+ 0.025 mg/kg Cabergoline cabergoline at 0.025 mg/kg on the number of neurons and neuroglia in the hippocampus 
CA, cerebellum, and cerebral cortex in of PTZ-induced kindling animal model (30 mg/kg PTZ, i.p., for 10 week) of 
seizure activity in cerebral cortex, cerebellum, and CA. Each column represents the mean ± SEM, n = 6 per group. * 
Significant P < 0.05 Indicates significant differences compared to the control group at P< 0.05. 
 

Commented [AS13]: ودبه شکل در متن اشاره ش

http://journal.gums.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1


20

Spring 2023. Vol 32. Num 1

group significantly decreased compared to the control 
group. In the dentate gyrus located in the hippocampus, 
the number of neurons in all treatment groups and the 
number of neuroglia in the seizure group were significant-
ly reduced compared to the control group. Levetiracetam 
and cabergoline alone could relatively improve this de-
crease, while their simultaneous use had a more favorable 
effect (Figure 1). 

The results of histological studies on the cerebral cor-
tex, cerebellum, and hippocampus showed that the tissue 
structure as well as the condition and distribution of neu-
rons and neuroglia in the cerebral cortex and cerebellum 
were normal in all groups, and no lesion or tissue damage 
was observed. 

The results of the tissue studies related to the hippocam-
pus shows no determined damage in different areas of the 
hippocampus

Discussion 

In healthy brains, astrocytes exert appropriate feedback 
control for the regulation of neuronal activities. In epilep-
tic brains, they regulate the expression level of neuronal 
NMDA receptors and involve in their stimulation by re-
leasing glutamate and D-serine. Prolactin is a hormone 
that has a dual role in nerve cells; finding its connection in 
the pathways of nerve failure can be useful. It seems that 
the increase of prolactin after seizure has a protective role 
in the occurrence of epileptic activities. Prolactin both 
activates and suppresses microglia and astrocytes, and 
causes the release of inflammatory and anti-inflammatory 
cytokines. Previous studies have found glial cells to be 
effective in the pathogenesis of epilepsy, and it is hope-
ful that by targeting them, their role in this process can 
be found more effectively [10]. In healthy brains, astro-
cytes exert appropriate feedback control in the regulation 
of neuronal activity and play an important role in main-
taining the normal level of synchronization. In epileptic 
brains, they regulate the surface expression of neuronal 
NMDA receptors and participate in their stimulation by 
releasing glutamate and d-serine. So it can be concluded 
that prolactin is a hormone that has a dual role in nerve 
cells, so finding its connection in the pathways of nerve 
failure can be important.Therefore, the possibility that the 
increase of prolactin after convulsive activities has a pro-
tective role in the occurrence of epileptic activities is not 
far from expected
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مقاله پژوهشی

اثر كابرگولين و لوتيراستام بر ساختار بافت شناسي و استريولوژيك كورتكس مغز، هيپوكامپ و 
مخچه در مدل كينديلينگ تشنجي ناشي از پنتيلن تترازول در موش صحرايي 

زمينه صرع بیماري مزمن عصبي است که داروهای درمانی فعلی به علت مکانیسم پیچیده آن از کارایی کافی برخوردار نیستند. بنابراین 
ممکن است خاستگاهی غیرعصبی همچون آستروسیت ها و میکروگلیاها داشته باشد.

هدف مطالعه حاضر با هدف بررسي اثر تجویز تنها و توأمان کابرگولین و لوتیراستام بر ساختار بافت شناسي و استریولوژیك کورتکس مغز، 
هیپوکامپ و مخچه متعاقب تشنج مزمن در موش صحرایي انجام شد.

روش ها در این مطالعه تجربي،30 سر موش صحرایي ماده در گروه های کنترل، تشنج )کیندیلینگ با پنتیلن تترازول(، تشنج+لوتیراستام، 
تشنج+کابرگولین، تشنج+لوتیراستام+کابرگولین بررسی شدند. لوتیراستام و کابرگولین به ترتیب با دُزهای 50 و 0/05 میلي گرم بر کیلوگرم 
و در گروه مشترك نصف این مقادیر استفاده شد. بعد از یوتانایز کردن حیوانات، بافت مغز آن ها خارج و بعد از تهیه مقاطع بافتي با استفاده 

از تکنیك استریولوژي تعداد نورون ها و نوروگلیاها بررسي شد.
يافته ها در کورتکس مغز و لایه مولکولی و گرانولی مخچه گروه هاي درمان، تعداد نورون ها و نوروگلیاها تفاوت معنا داري با گروه کنترل 
نداشت، اما در نواحی CA2 ،CA1 و CA3 مربوط به گروه تشنج کاهش معنا داری در مقایسه با گروه کنترل مشاهده شد. در دنتیت ژایروس 
تعداد نورون ها در همه گروه های درمان و تعداد نوروگلیا ها در گروه تشنج کاهش معنا داری در مقایسه با گروه کنترل نشان داد. در لایه 

پورکینژ مخچه تغییر معنی داری در نورون ها در مقایسه با گروه کنترل مشاهده نشد.
نتيجه گيری هیپوکامپ در بروز فعالیت های تشنجی بیشتر از سایر قسمت های مغز نقش دارد. همچنین نورون ها و نوروگلیا در تشنج نقش 
اساسی دارند، اما تعیین رابطه بین تغییرات تراکم این سلول ها و استفاده از کابرگولین نیازمند مطالعات بیشتری است، زیرا تراکم آن ها در 

قسمت های مختلف هیپوکامپ به دنبال تشنج مزمن کاهش یافت، اما در دنتیت ژایروس این رابطه با مناطق CA متفاوت است.
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مقدمه

صرع یك اختلال عصبی مزمن شایع است که بیش از 50 میلیون 
نفر در سراسر جهان را تحت تأثیر قرار می دهد. با وقوع متناوب 
مختل  را  مغز  طبیعی  عملکرد  که  می شود  مشخص  تشنج ها 
می کند. میکروگلیا به عنوان سلول های ایمنی اصلی مغز، نقش 
مهمی در توسعه و نگهداری مدارهای عصبی در طول رشد و 
دیگر  انواع سلول های  با  است  بعید  که  ایفا می کند  بزرگسالی 
مورد خواص  در  که  زیادي  اطلاعات  علی رغم  جایگزین شوند. 
میکروگلیال در شرایط فیزیولوژیکی وجود دارد، اطلاعات کمی 
در مورد اینکه آیا و چگونه میکروگلیا ساختار و عملکرد مدارهای 

عصبی را در شرایط صرع تعدیل می کند، وجود دارد. 

تحت  که  مغزی  نواحی  در  به سرعت  صرع  در  میکروگلییاها، 
تأثیر محرك های تشنجی قرار دارند، فعال می شوند. فعال سازی 
میکروگلیا همراه با فعال سازی آستروسیتی احتمالاً به فرآیند صرع 
در مدل های حیوانی صرع کمك می کند ]1[. ازطرفي مشخص 
شده است آستروسیت ها در تحریکي که به تشنج منجر می شود، 
نقش دارند. تصور بر این است که فعالیت هم زمان عصبی در 
تشنج از یك منشأ کاملًا عصبی ناشی نمی شود، زیرا درمان بافت 
هیپوکامپ و قشر مغز با ترکیباتی که باعث القای تشنج می شوند، 
تحریك مستقیم آستروسیت ها ازطریق مسیری را نشان می دهد 
داروهای  اینکه  و  می شود  گلیال  از  گلوتامات  ترشح  باعث  که 
ضدتشنج، فعالیت این مسیر غیرعصبیي را کاهش می دهند ]2[. 

یك  آستروسیت ها  می دهد  نشان  گذشته  سال   20 مطالعات 
سری عملکردهای پیچیده را انجام می دهند که فراتر از برداشت 
و بازیافت انتقال دهنده های عصبی است. آستروسیت ها به عنوان 
سلول های غیرقابل تحریك در نظر گرفته می شوند، زیرا برخلاف 
نوعی  آن ها  نمی کنند،  ایجاد  عمل  پتانسیل های  نورون ها، 
غلظت  تغییرات  براساس  که  می دهند  نشان  را  تحریك پذیری 
کلسیم درون سلولی است. آستروسیت ها بخش جدایی ناپذیر و 
فعال انتقال سیناپسی تحریکی و مهاری را تشکیل می دهند و با 
سیناپس ها ارتباط برقرار می کنند. شواهد جدید نقش مهمی را 
برای این سلول های گلیال در پاتوژنز اختلالات عصبی مانند صرع 
پیشنهاد کرده اند ]3[. در ضمن مشخص شده است که ارتباطات 
دو طرفه بین آستروسیت ها و سلول های عصبی برای عملکرد 
طبیعی سیستم عصبی در طی پردازش سیگنال ضروری است. 
آستروسیت ها توسط اتصالات شکاف به هم وصل می شوند تا یك 

سینسیتیوم عملکردی بزرگ را تشکیل دهند ]4[. 

مختلف  تشنجي  فعالیت هاي  به دنبال  هم  هورموني  تغییرات 
ممکن است اتفاق بیافتد. براي مثال، بعد از تشنج هاي کمپلکس 
پارشیال و عمومي تونیك کلونیك مقدار پرولاکتین در دوسوم 
موارد افزایش دارد ]5[. پرولاکتین هورمونی است که در سیستم 

عصبی مرکزی عملکردهای متعدد دارد ]6[ و باعث فعال شدن 
سیتوکین های  ترشح  و  آستروسیت ها  و  میکروگلیا  سرکوب  و 
التهابی و ضدالتهابی می شود ]7[. پرولاکتین ازطریق گیرنده های 
پرولاکتین که در سلول هاي عصبي و سلول هاي گلیال مغز یافت 
مي شوند، عمل مي کند و ازطریق این گیرنده ها اعمال متفاوت 
خودش را در این قسمت ها انجام مي دهد. چون حضور پرولاکتین 
مي تواند باعث فعال شدن سلول هاي گلیال شود، بنابراین با در نظر 
گرفتن دینامیك این سلول ها و عملکردشان در شرایط مختلف 
به علاوه اثرات حفاظتي پرولاکتین در سلول هاي عصبي، مي توان 
نوروپاتولوژي  به عنوان هدف جدید و متفاوت در  را  پرولاکتین 

بیماري هاي عصبي مورد بررسي و مطالعه قرار داد ]8[. 

مطالعات قبلي نشان مي دهند بین پرولاکتین و آسیب عصبي 
در بیماري صرع و مدل تجربي آن ارتباط وجود دارد. هرچند 
حفاظتي  نوع  از  بیشتر  عصبي  آسیب  شرایط  در  ارتباط  این 
انسان،  وضعیتي  صرع  در  مي دهند  نشان  شواهد   .]7[ است 
سلول هاي پیرامیدال هیپوکامپ از دست می روند و در پاتوژنز 
بیماري صرع، التهاب عصبی و سلول های گلیال دخالت دارند، 
بنابراین جاي امیدواري است که با هدف قرار دادن این سلول ها 
بتوان استراتژي هاي درماني موجود را کامل کرد؛ به ویژه اینکه 
میکروگلیا به عنوان یك سلول التهابی عمده در مغز صرعي، کمتر 

مورد مطالعه قرار گرفته است ]9[. 

و  نوروگلیا  و  نورون ها  بین  تعاملات  نظر گرفتن  در  با  بنابراین 
احتمال افزایش پرولاکتین به دنبال فعالیت هاي مزمن تشنجي 
]10[ ناشي از پنتیلن تترازول1 این مطالعه با هدف مقایسه اثرات 
بالا( و  براي درمان پرولاکتین  کابرگولین )داروي مورداستفاده 
لوتیراستام )داروي ضدتشنج( بر تغییرات بافتي و استریولوژیك 

کورتکس، هیپوکامپ و مخچه انجام شد.

روش ها

حيوانات 

از  بالغ  ماده  صحرایی  موش  سر  تجربي، 30  مطالعه  این  در 
محل پرورش و نگهداری حیوانات آزمایشگاهی واقع در دانشکده 
داروسازی دانشگاه علوم پزشکی ارومیه خریداری شدند. سپس برای 
انطباق پذیری با شرایط آزمایشگاهی به بخش حیوان خانه آزمایشگاه 

فارماکولوژی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تبریز انتقال یافتند. 

گروه های مورد مطالعه

گروه   5 در  تصادفی  کاملًا  به صورت  مطالعه  مورد  حیوانات 
مزمن+لوتیراستام،  تشنج  مزمن،  تشنج  )نرمال سالین(،  کنترل 
مزمن+لوتیراستام+کابرگولین  تشنج  و  مزمن+کابرگولین  تشنج 
دسته بندی شدند. در هر گروه از 6 سر موش صحرایی ماده بالغ 
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استفاده شد. در گروه تشنج به مدت 10 هفته، هر هفته 3 روز 
)در روزهاي شنبه، دوشنبه و چهارشنبه( تزریق داخل صفاقی 30 
میلی گرم بر کیلوگرم پنتیلن تترازول انجام شد ]11[ که به این 

ترتیب موش ها به صورت مزمن دچار تشنج شدند. 

در گروه هاي درمانی دیگر، همراه با برنامه تزریق داخل صفاقی 
از دارو های  پنتیلن تترازول طی زمان 10 هفته پشت سر هم، 
لوتیراستام به مقدار 50 میلي گرم بر کیلوگرم ]12[ )تشنج مزمن+ 
لوتیراستام(، کابرگولین به مقدار 0/05 میلي گرم بر کیلوگرم ]13[ 
لوتیراستام+کابرگولین  ترکیب  نیز  و  )تشنج مزمن+کابرگولین( 
)تشنج مزمن+لوتیراستام 25 میلي گرم بر کیلوگرم+کابرگولین 
استفاده  خوراکی  گاواژ  به روش  کیلوگرم(  بر  میلي گرم   0/025
شد. برای تهیه غلظت های مورد نظر کابرگولین و لوتیراستام و 
همچنین تهیه پنتیلن تترازول از نرمال سالین استفاده شد. بعد 
از آنکه مدت زمان 10 هفته سپری شد، با رعایت تمامی موازین 
اخلاقی، حیوانات با ترکیب کتامین+زایلازین )70+7 میلی گرم بر 
کیلوگرم( بیهوش شدند. بعد از اینکه از یوتانازی موش ها اطمینان 
از بدن جدا شد و سپس مغز و مخچه  حاصل شد، سر آن ها 
حیوانات مذکور به  ور کامل از بدن خارج شد. برای تثبیت بافتی، 
مغز موش ها در محلول فرمالین 10 درصد برای انجام مطالعات 

بافت شناسی و استریولوژیك قرار داده شد.

آماده سازي بافتي

پس از تثبیت نمونه ها برای مطالعه بافت شناسی و استریولوژیك 
در 3 ناحیه هیپوکامپ، مخچه و قشر مخ، مراحل استاندارد تهیه 
با  آغشتگی  و  شفاف سازی  آب گیری،  شامل  که  بافتی  مقاطع 
پارافین است، طی شد و بدین ترتیب بلوك های پارافینی آماده 
شدند. در مرحله بعد با استفاده از میکروتوم دورانی از هر بلوك 
انتخاب  اصل  کار  این  انجام  برای  تهیه شد.  برش های سریالی 
به  تصادفی یکنواخت و منظم به صورت 10 برش 5 میکرونی 
میکروسکوپي  تصاویر  تهیه  و  بافت شناسی  مطالعات  منظور 
لحاظ شد و 5 تا 7 برش 50 میکرونی با رعایت فاصله های 300 
به  هماتوکسیلین  ـائوزین1  رنگ آمیزی  تا  انتخاب شد  میکرونی 

روش استاندارد و معمول انجام شود. 

مطالعات استريولوژيك

تراکم  تخمین  نیز  و  استریولوژیك  مطالعه  فرایند  تمامی 
سلول های عصبی و نوروگلیاها توسط سیستم رایانه ای تجهیزشده 
با نسخه شماره 9 در نرم افزار استررئواینوستیگیتور اجرا شد. طی 
مطالعات استریولوژیك تراکم سلول ها به شیوه فراکشنیتور توسط 
قاب شمارش با ابعادی مطلوب در 3 بخش مخچه، هیپوکامپ و 

کورتکس تخمین زده شد ]14[.

1. hematoxylin and eosin stain (H&E)

بافتی  پاساژ  مراحل  تمام  انجام  برای  حاضر  مطالعه  در 
به  دستگاهی  از  آغشته سازی  و  شفاف سازی  آبگیری،  همچون 
نام هیستوکینت )مدل 2000، آلمان( استفاده شد. بعد از اینکه 
تثبیت سازی انجام شد، نمونه های بافتی میزان زیادی آب داشتند 
که برای آغشتگی در این مرحله از پارافین که کاملًا آب گریز است، 
استفاده شد. آب بافت با استفاده از غلظت های 50، 70، 80 و 90 
الکل اتیلیك در زمان 1 ساعت در 2 ظرف الکل و در هرکدام به 

مدت زمان 2 ساعت خارج شد. 

ازآنجاکه الکل اتیلیك امکان مخلوط شدن با پارافین مذاب را 
ندارد، بنابراین باید پیش از عمل آغشتگی، بافت را در محلول 
شفافی همچون گزیلول که حلال پارافین است، قرار داد. در طی 
الی 58   56( مذاب  پارافین  در  بافتی  نمونه های  آغشته سازی، 
درجه سانتی گراد( گذاشته شدند. در مرحله آغشته سازی پارافین 
داخل بافت شده که این کار باعث استحکام بخشی ساختار بافتی 
و تسهیل ایجاد برش های نازك از بافت می شود. برای آغشتگی 
نمونه ها می توان از 2 ظرف حاوی پارافین و هرکدام در مدت زمان 
 L 2 ساعت استفاده کرد. به منظور قالب گیری، از قطعات فلزی
شکل استفاده شد که قطعات لوکهارت نامیده می شوند. در این 
هنگام ابتدا پارافین مذاب در داخل قالب ریخته شد و به دنبال آن 
باتوجه به خط مشی استریولوژیکی از پیش تعیین شده نمونه بافتی 

به داخل قالب اضافه شد ]15[. 

رنگ آميزي

با استفاده  به دنبال انجماد پارافین، مقطع گیری آغاز شد و 
از میکروتوم دورانی برش های نازك با ضخامت 5 میکرومتر به 
منظور مطالعات هیستولوژی و ایمونوهیستوشیمی و برش های 
ضخیم با ضخامت 20 میکرومتر به منظور مطالعات استریولوژیك 
بر روی نمونه های حاضر در قالب های پارافینی ایجاد شد. جهت از 
بین بردن چین و چروك برش ها ابتدا آن ها روی سطح آب گرم 
قرار گرفتند و به دنبال آن لام های حاوی چسب گلیسروآلبومین 
به قسمت پایینی برش های صاف شده برده شد و سپس برش ها 
از سطح آب برداشته شدند، خشك و رنگ آمیزی شدند. به طور 
معمول در برش های بافتی از رنگ آمیزی هماتوکسیلین  ـائوزین 
و  بنفش  رنگ  به  سلول  هسته  آن  در  که  می شود  استفاده 

سیتوپلاسم آن به رنگ صورتی درمی آید. 

در مطالعه حاضر از هماتوکسیلین هاریس و ائوزین الکلی استفاده 
شد. به این صورت که مقاطع در مدت زمان 15 دقیقه در 2 ظرف 
گزیلول قرار داده شدند تا پارافین حل شود که به آن پارافین گیری 
می گویند، سپس نمونه ها به مدت 1 دقیقه در الکل اتیلیك قرار داده 
شدند تا جلوی آسیب رسیدن به نمونه ها گرفته شود که به آن 
آب دهی می گویند. بعد از آب دهی، نمونه ها 15 دقیقه در رنگ 
هماتوکسیلین قرار گرفتند و سپس چند ثانیه در محلول اسید الکل 

قرار گرفتند تا مازاد رنگ هماتوکسیلین بیرون رود. 
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 عمل شست وشو تا پدیدار شدن رنگ آبی ادامه یافت که در 
انجام این کار محلول کربنات لیتیوم باعث سرعت بخشی به آن 
شد. پس از شست وشو، مقاطع در زمان 5 دقیقه در محلول 1 
درصد ائوزین مانده و مجدداً شست وشو داده شدند. به منظور 
آبگیری، مقاطع بافتی به مدت 1 دقیقه در الکل اتیلیك ماند و 
با قرار گرفتن در 2 ظرف حاوی گزیلول در طی زمان 15 دقیقه 
شفاف شدند. پس از پایان مراحل رنگ آمیزی، مقاطع از گزیلول 
بیرون آورده شد و با ریختن 2 قطره چسب انتلان روی برش، 
با نهایت دقت به صورتی که چسب به طور یکسان در همه جا 
پخش شود و هیچ اثری از تشکیل حباب وجود نداشته باشد، 
این حالت لام، خشك و آماده  لامل روی آن جای گرفت. در 

مطالعات میکروسکوپیك شد ]15[. 

تحليل داده ها

به صورت  کمی  متغیرهای  مقادیر  حاضر  مطالعه  در 
میانگین  مقایسه  برای  شد.  داده  نشان  میانگین±انحراف معیار 
متغیرهای مورد بررسی بین گروه ها از تحلیل واریانس یك طرفه2 
و آزمون تعقیبی توکی3 استفاده شد. داده ها با استفاده از نسخه 
27 نرم افزار SPSS تجزیه وتحلیل شدند و سطح معنا داری 0/05 

در نظر گرفته شد.

يافته ها

كورتكس مغزي

بررسي نتایج نشان داد استفاده مزمن لوتیراستام و کابرگولین 
فعالیت های  القای  با  گاواژ همزمان  به صورت  این دو  ترکیب  و 
تشنجی توسط مدل کیندلینگ تشنجی ناشی از PTZ در موش 
صحرایی، تعداد نورون ها و نوروگلیا را در کورتکس مغزی به طور 
 )P<0/05( معنا داری در مقایسه با گروه کنترل تغییر نداده است
)تصویر شماره 1(. در بررسي هاي مربوط به ساختار بافت شناسی 
درمان، ساختار  و  کنترل  گروه هاي  در  مغزي  کورتکس  بخش 
بافتی و همچنین وضعیت و پراکنش نورون و نوروگلیا در بخش 
قشری مغز در تمامی گروه ها نرمال بود و هیچ ضایعه یا آسیب 

بافتی مشاهده نشد )تصویر شماره 2(.

مخچه

لایه  در  نوروگلیا  و  نورون ها  تعداد  به  مربوط  نتایج  بررسي 
مولکولی و گرانولار مخچه، تغییر معني داری در مقایسه با گروه 
کنترل نشان نداد )P<0/05( )تصویر شماره 1(. در بررسي هاي 
مربوط به ساختار بافت شناسی بخش مخچه در گروه هاي کنترل 
و درمان، ساختار بافتی و وضعیت و پراکنش نورون و نوروگلیا و 

2. One-way ANOVA
3. Tukey

همچنین وضعیت سلول های پورکینژ در نواحی مختلف مخچه 
در تمامی گروه ها نرمال بود و هیچ ضایعه یا آسیب بافتی مشاهده 

نشد )تصویر شماره 3(. 

هيپوكامپ

نتایج مربوط به هیپوکامپ نشان داد تعداد نورون ها و نوروگلیا ها 
در  تشنج  گروه  در  هیپوکامپ   CA3 و   CA2 ،CA1 نواحی  در 
مقایسه با گروه کنترل کاهش معنا داری داشته است، درحالی 
این سلول های عصبی در سایر گروه های  تغییرات  که مقایسه 
درمان در مقایسه با گروه کنترل تغییرات معنا داری را نشان نداد 
)P<0/05( )تصویر شماره 1(. بررسی نتایج مربوط به شمارش 
تعداد نورون ها و نوروگلیا ها در ناحیه دنتیت ژایروس4 هیپوکامپ 
نشان داد تعداد نورون ها در همه گروه های درمان در مقایسه با 
گروه کنترل کاهش معنا داری دارد )P>0/05(، درصورتی که تعداد 
نوروگلیاها در فقط گروه تشنج کاهش معنا داری را در مقایسه با 
گروه کنترل نشان داد )P>0/05( و در گروه های لوتیراستام و 
ترکیب لوتیراستام و کابرگولین تفاوت معنا داری با گروه کنترل 

مشاهده نشد )تصویر شماره 1(. 

بافت شناسی و استريولوژيك

نتایج مربوط به بررسي هاي ساختار بافت شناسی هیپوکامپ در 
گروه هاي کنترل و درمان نشان داد آسیب بافتی خاصی در نواحی 
پراکنش  و  وضعیت  اما  نمی شود،  مشاهده  هیپوکامپ  مختلف 
نورون و نوروگلیاها در بخش های مختلف هیپوکامپ در گروه های 
مختلف متفاوت است، به نحوی که کاهش جسم سلولی نورون ها 
و تراکم نوروگلیاها در نواحی CA1 و DG در گروه تشنج مزمن 
این وضعیت  به خوبی مشهود است )تصویر شماره 4(. هرچند 
در حیوانات مبتلا به صرع مزمن که لوتیراستام یا کابرگولین را 
به تنهایی دریافت کردند، بهبود نسبی به دست آوردند، اما نسبت 
به گروه کنترل همچنان متفاوت است. در گروه تشنج مزمن 
بهبود مطلوبی  کابرگولین  و  لوتیراستام  دریافت کننده هم زمان 
مشاهده می شود، به نحوی که نواحی مختلف هیپوکامپ در این 

گروه از لحاظ ساختاری مشابه گروه کنترل است.

بحث 

نتایج بافت شناسي و استریولوژیك مطالعه حاضر نشان می دهد 
بعد از مدل تشنجي القاشده توسط پنتیلن تترازول در موش صحرایي 
ماده به مدت 10 هفته، دانسیته سلول هاي عصبي از جمله نورون ها 
و نوروگلیاها در کورتکس و لایه هاي مختلف مخچه تفاوتی ندارد، 
 CA2 درحالي که در قسمت هاي مختلف هیپوکامپ از جمله نواحي
CA1، و CA3 و دنتیت ژایروس تعداد نورون ها و نوروگلیا در مقایسه 

با گروه کنترل کاهش معنا داري را نشان می دهد. 

4. Dentate gyrus (DG)
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تصوير 1. اثرات کابرگولین )50 میلی گرم بر کیلوگرم، گاواژ، به مدت 10 هفته(، لوتیراستام )0/05 میلی گرم بر کیلوگرم، گاواژ، به مدت 10 هفته( و ترکیب کابرگولین 
)25 میلی گرم بر کیلوگرم(+لوتیراستام )0/025 میلی گرم بر کیلوگرم( بر میزان تغییرات نورون و نوروگلیا در A( کورتکس مغز، B( لایه مولکولي مخچه، C( لایه 
گرانولار مخچه، D( ناحیه CA1 هیپوکامپ، E( ناحیه CA2 و CA3 هیپوکامپ، F( ناحیه دنتیت ژایروس هیپوکامپ و G( میزان تغییرات نورون ناشی از کیندلینگ 
تجربی با PTZ به مدت 10 هفته در لایه پورکینژ مخچه گروه کنترل، گروه تشنج مزمن، گروه لوتیراستام، گروه کابرگولین و گروهي که ترکیب کابرگولین و لوتیراستام 
را با هم دریافت کرده اند. 6 سر موش صحرایي در هر گروه مورد مطالعه قرار گرفتند. اختلاف P>0/05 معني دار در نظر گرفته شده است. علامت ستاره نشان دهنده 

تغییرات معني دار در مقایسه با گروه کنترل است.
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 در ناحیه دنتیت ژایروس، تعداد نورون در گروهي از حیوانات 
که لوتیراستام و کابرگولین دریافت کرده بودند در مقایسه با گروه 
این  میزان  هرچند  می دهد.  نشان  را  معنا داري  کاهش  کنترل 
کاهش در مقایسه با گروه تشنج کمتر است و به نظر می رسد هر 
2 دارو نوعي اثر حفاظتي در کاهش میزان نورون ها داشته باشند. 
با توجه به اینکه مکانیسم اثر لوتیراستام و کابرگولین متفاوت است، 
پیدا کردن ارتباط تغییرات در دانسیته سلول هاي مورد نظر نیاز 
به بررسي ها و مطالعات بیشتري دارد. برای سلول های گلیال نقش 
موثری در رخداد فعالیت های تشنجی در نظر گرفته شده است 
که برای تعیین میزان و چگونگی این ارتباط می توان با طراحی 

مطالعات بیشتر در این زمینه عمل کرد

و  میکروگلیا  سرکوب  و  شدن  فعال  باعث  هم  پرولاکتین 
آستروسیت ها و هم ترشح سیتوکین های التهابی و ضدالتهابی 
می شود. همچنین پرولاکتین با آسیب عصبی در بیماری هایی 

این  تجربي  مدل های  با  و  صرع  مولتیپل اسکلروزیس،  مانند 
می دهند  نشان  مطالعات  بااین حال،  دارد.  ارتباط  بیماری ها 
اثرات  دارای  التهاب  و  عصبی  آسیب  شرایط  در  پرولاکتین 
محافظت در برابر نورون است و ممکن است به عنوان یك عامل 
محافظت کننده نورون مورد استفاده قرار گیرد. با در نظر گرفتن 
عوامل دخیل در نقش احتمالی 2 گانه پرولاکتین، نشان داده 
شده است که پرولاکتین ممکن است یك مولکول امیدوار کننده 
برای درمان برخی بیماری های عصبی باشد ]16[، زیرا پرولاکتین 
هورمونی با عملکردهای متعدد در سیستم عصبی مرکزی است 
می دهد  انجام  را  متفاوتی  اعمال  گیرنده های خود  ازطریق  که 
این گیرنده ها هم در سلول های عصبی و هم در سلول های  و 
مغز  الیگودندروسیت ها(  و  میکروگلیاها  )آستروسیت ها،  گلیال 
یافت می شوند.اگرچه تأثیرات آن در دوران بارداری و شیردهی، 
استرس، اضطراب و افسردگی به خوبی بررسی شده است، کارهای 

مخچه

تصوير 3. ساختار بافت شناسی مخچه در گروه های کنترل، تشنج، تشنج+لوتیراستام، تشنج+کابرگولین و تشنج+لوتیراستام+کابرگولین )رنگ آمیزی H&E، بزرگ نمایی 
x200(. ساختار بافت شناسی و نورون ها و نوروگلیای مخچه در همه گروه ها نرمال و بدون ضایعه یا آسیب بود. 

كورتكس مغز

 ،H&E )رنگ آمیزی  تشنج+لوتیراستام+کابرگولین  و  تشنج+کابرگولین  تشنج+لوتیراستام،  تشنج،  کنترل،  گروه های  در  مخ  قشر  بافت شناسی  ساختار  تصوير 2. 
بزرگ نمایی x200(. ساختار بافت شناسی و نورون ها و نوروگلیای قشر مخ در همه گروه ها نرمال و بدون ضایعه یا آسیب بود. 
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اخیر روی این هورمون نقش جدیدی از پرولاکتین را به عنوان یك 
ماده محافظ در برابر آسیب مغز و درنتیجه، در برابر تخریب عصب 
آشکار کرده است، اما مکانیسمی که ازطریق آن ها این محافظت 

صورت می گیرد، به طور کامل روشن نشده است. 

با این حال، نوروژنز و اثرات ضدآپوپتوزي آن از مکانیسم های 
قابل قبول هستند که می توانند واسطه این اثر باشند. همان طور که 
در مدل های مختلف آسیب مغزی نشان داده شده است، اطلاعات 
قابل توجهی وجود دارد که نشان دهنده فعال شدن گلیال در اثر 
پرولاکتین است. با در نظر گرفتن دینامیك سلول هاي گلیال و 
عملکرد آن ها در شرایط پاتولوژیك مختلف، همراه با اثر حفاظتي 
پرولاکتین از سلول های عصبی، امکان اینکه پرولاکتین هدف 
جدیدي در نوروپاتولوژي بیماري هاي عصبي در نظر گرفته شود 

وجود دارد ]8[. 

میزان  کاهش  باعث  کابرگولین  حاضر،  مطالعه  نتایج  طبق 
سلول هاي میکروگلیا و نورون در نواحي مختلف هیپوکامپ شده 
است. تصور بر این است که فعالیت هم زمان عصبی در تشنج از 
یك منشأ کاملاً عصبی ناشی نمی شود. استروسیت ها با ترشح 
گلوتامات، به دپولاریزاسیون عصبی منجر به صرع کمك می کنند. 
مشخص شده است درمان بافت هیپوکامپ و قشر مغز با ترکیباتی 
که باعث القای تشنج می شوند، تحریك مستقیم آستروسیت ها 
گلوتامات  ترشح  باعث  که  می دهد  نشان  را  مسیری  ازطریق 
را  غیرعصبی  این مسیر  فعالیت  داروهای ضدتشنج  و  می شود 
کاهش می دهند و این یافته نشان می دهد رخداد صرع یك پایه 
آستروسیتي هم دارد و آستروسیت ها در وقوع آن نقش دارند که 
در صورت تجزیه وتحلیل تجربی این نتایج و تأیید و گسترش آن، 

یك هدف جدید برای مداخله درمانی خواهد بود ]2[. 

نروترانسمیترهاي  آستروسیت ها،  انجام شده،  مطالعات  طبق 
اختصاصي  آنزیم  صرعي  مغز  در  می کنند.  آزاد  شیمیایي 

آستروسیت ها به نام گلوتامین سنتتاز )مسئول تبدیل گلوتامات به 
گلوتامین سیناپسي است که پیش ساز سنتز گلوتامات و گاباست( 
کاهش می یابد که باعث کاهش مهار سیناپسي می شود و گسترش 
تحریك را افزایش می دهد. علاو  برآن آستروسیت هاي واکنشي، 
افزایش بیان آدنوزین کیناز را نشان می دهند که آنزیم مسئول 
تبدیل آدنوزین به AMP است که یك ترکیب ضدصرع اندوژن 
است. بنابراین آدنوزین همراه آستروسیت هاي واکنشي کاهش 
می یابد. از طرف دیگر، آستروسیت ها بیان سطحي گیرنده هاي 
NMDA عصبي را تنظیم می کنند و در تحریك ناشي از آن ها از 

طریق آزاد کردن گلوتامات و د ـسرین شرکت می کنند. 

داروهاي  توسط  که  آستروسیت ها  کلسیمي  سیگنال هاي 
که  گلیال  از  گلوتامات  شدن  آزاد  می شوند،  تعدیل  ضدصرع 
باعث تحریك نورون ها می شود را تحریك می کنند. وقتي این 
مسیرهاي تحریکي با کاهش مهار وابسته به گابا و آدنوزین با هم 
در آستروسیت هاي واکنشي در نظر گرفته می شوند، امکان نقش 
و رویارویي این سلول هاي حمایتي در ایجاد تشنج خیلي محتمل 
است ]17[. آستروسیت هاي سالم فیدبك کنترلي مناسبي را در 
تنظیم فعالیت هاي نوروني اعمال می کنند و نقش مهمي در حفظ 
سطح نرمال هم زمان سازي دارند. بنابراین بدکاري آستروسیت ها 
در لوپ فیدبك تنظیمي به عنوان یکي از دلایل رخداد تشنج 
مورد بررسي قرار می گیرد. آستروسیت هایي که دچار بدکاري 
شده اند قادر به تنظیم افزایش بیش از حد کشش بین مجموعه 
نورون ها نیستند. بنابراین نتیجه آشفتگي عملکرد هوموستاتیك 
هم زمان  شدن  فعال  آغازکننده  است  ممکن  آستروسیت ها 
نورون ها باشد که می تواند بیان کننده این نکته باشد که فعل و 
برای  جدید  هدف  یك  است  ممکن  نورون  ـآستروسیت  انفعال 

ایجاد استراتژی های جدید درمانی مؤثر برای صرع باشد ]18[.

هيپوكامپ

 ،H&E تصوير 4. ساختار بافت شناسی هیپوکامپ در گروه های کنترل، تشنج، تشنج+لوتیراستام، تشنج+کابرگولین و تشنج+لوتیراستام+کابرگولین )رنگ آمیزی
بزرگ نمایی x200(. هیچ آسیب مشخصی در هیپوکامپ مشاهده نشد، اما تراکم نورون ها و نوروگلیا در CA1 و DG در گروه صرع مزمن )تشنج( کاهش یافت. 

لوتیراستام و کابرگولین به تنهایی توانستند این کاهش را تا حدی بهبود بخشند و درمان همزمان با لوتیراستام و کابرگولین اثر مطلوب تری داشت.
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میکروگلیا به عنوان سلول های ایمنی اصلی مغز، نقش مهمی 
در توسعه و نگهداری مدارهای عصبی در طول رشد و بزرگسالی 
ایفا می کند که بعید است با انواع سلول های دیگر جایگزین شوند. 
علی رغم وجود اطلاعات زیاد در مورد خواص میکروگلیا در شرایط 
فیزیولوژیکی، اطلاعات کمی در مورد اینکه آیا و چگونه میکروگلیا 
تعدیل  را در شرایط صرع  مدارهای عصبی  و عملکرد  ساختار 
می کند، شناخته شده است. مشخص شده است که پس از تشنج 
حاد ناشی از داروهایي تشنجی یا تحریك الکتریکی، میکروگلییا 
به سرعت فعال و با آزاد کردن سیتوکین های پیش التهابی ممکن 

است منجر به تحریك پذیری عصبی و تخریب عصبی شود. 

فعال سازی میکروگلیا همراه با فعال سازی آستروسیتی احتمالاً 
فرآیند صرع در مدل های حیوانی صرع کمك می کند. ]1[.  به 
در صرع  دادند  گزارش  در سال 1992  همکاران  و  دی جورجیو 
وضعیتي انسان، سلول هاي پیرامیدال هیپوکامپ در مناطقي مثل 
پروسابیکولوم، CA1 و CA3 از دست می روند ]9[. درحالی که تشنج 
دوران نوزادي پیامدهاي عصبي نامطلوبي دارد، اما در مورد اینکه 
آیا تشنج به سادگی آسیب اصلی مغز را منعکس می کند یا می تواند 
باعث آسیب شود، اختلاف نظر وجود دارد ]19[. ازآنجایي که صرع 
بار مالی زیادي در  و  نگرانی مهم اجتماعی است  همچنان یك 
سطح جهاني دارد و استراتژي هاي درمانی فعلی اساساً مبتنی بر 
مکانیسم های عصبی است که حداقل در یك سوم بیماران موفق 

نبوده، به رویکردهای جایگزین و مکمل جدید نیاز است. 

شواهد اخیر، سلول های گلیال و التهاب عصبی را در پاتوژنز 
صرع دخیل می داند و امیدوار است که با هدف قرار دادن این 
سلول ها بتوان استراتژي هاي موجود را کامل کرد. خصوصاً اینکه 
میکروگلیا به عنوان یك سلول التهابی عمده در مغز صرعي، کمتر 
مورد مطالعه قرار گرفته است. میکروگلیا در طی فنوتیپ صرع 
حاد، تأخیر در بازسازی سلول های عصبی و نوروژنز داراي نقش 
آینده  در  که  مطالعاتي  بنابراین   .]20[ است  مهمي  عملکردي 
انجام خواهند شد، می توانند شکاف هاي اطلاعاتي موجود در این 
زمینه که تغییرات القایي صرع در عملکرد پایه میکروگلیا، ارتباط 
و نقش میکروگلیاها در  نورون  ـمیکروگلیا در طي صرع مزمن 
چگونگی گسترش صرع را پر کنند، زیرا مطالعه نقش میکروگلیا ها 
در صرع می تواند به درمان هاي بهتر براي تسکین بیماري صرع 

منجر شود. 

نتيجه گيری

تعداد نورون ها و نوروگلیا به دنبال فعالیت هاي تشنجي مزمن 
در قسمت هاي مختلف هیپوکامپ کاهش می یابد که به دنبال 
استفاده از کابرگولین به عنوان داروي کاهنده پرولاکتین جلوي 
این تغییرات گرفته شده است که این امر نشان دهنده احتمال 
زیاد ارتباط بین تعداد سلول هاي عصبي و میزان پرولاکتین در 

رخداد فعالیت هاي تشنجي است. 

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

این مطالعه در کمیته اخلاق زیست پزشکی دانشگاه تبریز تأیید 
شده است )646/ص-1401/02/27(.

حامي مالي

این مطالعه با حمایت مالی دانشگاه تبریز انجام شده است.

مشاركت نويسندگان

تأمین  داده ها،  تفسیر  و  جمع آوری  طراحی،  مفهوم سازی، 
اولیه: یوسف  مالی و نظارت: یوسف پناهی؛ تهیه پیش نویس 
و  بررسی  ویرایش،  پیشوری؛  حاجتی  محمدحسین  و  پناهی 

تجزیه وتحلیل داده ها: غلامرضا حمیدیان.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشكر و قدردانی

از بخش فیزیولوژي دانشکده دامپزشکي دانشگاه تبریز به ویژه 
جناب آقاي دکتر وفایي سیاح به واسطه تسهیل استفاده از امکانات 

آزمایشگاهي ایشان تقدیر و تشکر می شود.

محمدحسين حاجتي پيشوري و همكاران. تأثير كابرگولين و لوتيراستام بر ساختارهاي قشر مغز، هيپوكامپ و مخچه
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