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امروزه با توجه به پیشرفت علم پزشکی، پیشگیري از فیبروز کبدي و بهبود فیبروز به یک هدف دست یافتنی در درمان بیماريهاي مزمن کبدي تبدیل شده است Czaja et al, 2014)) .کبد اندام اصلی ذخیره و متابولیسم فولات است و جریان صفرا عامل مهمی در گردش کبدي صفراوي آن به شمار میرود(Maha et al,2009). بیماريهاي کبدي میتوانند موجب نقص در شکلگیري متابولیت فعال فولات، 5 -متیل تتراهیدروفولات (MTHF ،5)براي اشکال کوآنزیمی مورد نیاز بدن شوند (Yates et al,1987).
کبد به عنوان یک اندام مجزا  بسیاری از ارگانهای مختلف بدن با آن ارتباط دارند. این موضوع به ویژه در اختلالات کلینیکی کبد آشکار میشود، زیرا بسیاری از اعمال آن بسته به ماهیت اختلال به طور همزمان است اما در مجموعههای متفاوت مختل می شوند.کبد از غدد ضمیمه لوله گوارش است. غدهای است حجیم و به رنگ قرمز قهوه ای که با خون 2400 گرم و در مرده 1500 گرم وزن دارد.
کبد بدلیل سنتز و متابولیسم کربوهیدرات ها ، چربی ها و پروتئین‌ها و همچنین ذخیره سازی بسیاری از مواد مغذی ضروری، ویتامینها و مواد معدنی نقش مهمی در حفظ هموستاز بدن برعهده دارد. سلولهای کبد نه تنها موجب غیر فعال کردن هورمونها، مواد سمی مانند آمونیاک و داروها میشوند، بلکه موادی مانند بیلی روبین که حاصل تخریب گلبول های قرمز پیر و فرسوده است را از خون گرفته و به همراه مواد دیگری مانند اسیدهای صفراوی و کلسترول به داخل مجاری صفراوی ترشح کرده و از این طریق بخشی از این مواد از بدن دفع میشود(Gaskari et al, 2006; Nabavizadeh et al, 2010).
اختلال درعملکرد کبد ونقد درتولید، ترشح و جریان صفرا منجربه تجمع کبدی و سیستمیک ترکیبات موجود در صفرا میشود که در غلظت های غیرفیزیولوژیک ، اثرات مخرب و سمی بر روی سلولهای کبد و سایر بافتهای بدن دارند(Magyar et al,2004). تداوم این پدیده منجر به عارضه کلستاز کبدی میشود که طی آن افزایش غلظت صفرا موجب تحریک نوتروفیلها به تجمع در کبد، تولید گونههای فعال اکسیژن (ROS) التهاب بافتی وتوسعه استرس اکسیداتیو می شود که نهایتاً منجربه آپوپتوزونکروز سلولهای کبدی میشود (Crocenzi et al,2011; Jaeschke et al,2011). کلستاز بیماري کبدي اسـت که در صورت عدم درمان و پیشگیري مناسب موجب فیبروز و سیروز کبدي میشود (( Tomu et al., 2011.  
کلستاز اختلال در ترشح صفرا است که در بسياری از بيماریهای کبدی مشاهده ميشود( Reyes et al, 1993 ). اين بيماری ممکن است به صورت خارج کبدی در اثر انسداد مجاری صفراوی مانند وجود سنگ و تومور و يا به صورت داخل کبدی به دليل اختلال در تشکيل صفرا توسط هپاتوسيتها و سلولهای مجاری صفراوی مانند نقص ژنتيکي يا اثر زيانآور برخي داروها ايجاد شود (Thomson & Shaffer et al, 2008; Reyes, 1993 ). کلستاز باعث افزايش توليد پروستاگالندين ها، افزايش سطح نمکهای صفراوی، اندوتوکسمي، توليد نيتريک اکسايد، ايجاد تغييرات عروقي و نيز افزايش سطح اوپيوئيدها ميشود (Wahler et al,1993; Bergasa et al,1994; Homayoun et al,2002; Spahr et al,2003; Thomson et al,2008 ). 
افزايش فعاليت سيستم اوپيوئیدی در سيستم مرکزی در جريان کلستاز به احتمال زياد در ايجاد آسيب بافت کبد حاصل از کلستاز نقش داشته و حداقل تاثير آن، تشديد آسيب کبدی حاصل از تجمع امال صفراوی در کبد بيماران کلستاتيک ميباشد ( Greim et al,1972) ؛ هم‌چنين اثرات ديگر کلساتاز شامل تجمع بيليروبين، اسيدهای صفراوی و کلسترول بوده که در حالت عادی به درون صفرا ترشح مي شوند .( Greim et al,1972; Bergasa et al,2008) علاوه برعوارضي که در اثر عدم دفع صفرا در زمان انسداد مجارای صفراوی بوجود مي آيد، آسيب بافت کبدی را نياز مي توان مشاهده کرد. با گذشت زمان، کاهش ترشح و تجمع صفرا (که در غلظتهای بالا سمي است ) منجر به بدتر شدن بيماری کبدی ميشود .علت ايجاد کلساتاز هرچه باشد نهايتا به آسيب هپاتوسيتها منتهي ميشود و به نقاص در عملکرد کبد ميانجامد. تجمع نمکهای صفراوی مسئول بخشي از آسيب به هپاتوسايت ها مي باشد. (Cameron et al,1932; Knodell et al,1981)
به دنبال انسداد مجراي صفراوي اسیدهاي (Bile Duct Ligation , BDL) صفراوي آبگریز سمی در کبد تجمع می یابد. تجمع این مواد سمی و رخدادهاي متوالی نظیر استرس اکسیداتیو و پاسخ التهابی با آسیب رساندن به DNA هپاتوسیت‌ها موجب مرگ سلولی، هایپرپلازي مجاري صفراوي و فعال شدن میوفیبروبلاست‌ها میشوند. در نتیجه، با افزایش تجمع کلاژن در ماتریکس خارج سلولی، فیبروز کبدي ایجاد میگردد؛ بیماريهاي مزمن کبدي و به دنبال آن فیبروز کبدي یکی از علل اصلی مرگ و میر جهانی می‌باشند.  (Aksu et al,. 2010).
سياهدانه گياهي است از خانوادة آلاله  كه اثرات درماني متعددي براي آن شناخته شده است. به عنوان مثال در برخي مطالعات نشان داده شده است كه عصاره و اسانس دانه‏هاي سياهدانه داراي اثرات شل‏كنندگي بر روي عضلات صاف از جمله عروق خوني، رودة  كوچك ، تراشه و رحم مي‌باشد.
تيموكوئينون[footnoteRef:1]، مهمترين مادة مؤثرة موجود در دانه‌هاي گياه سياهدانه بوده و داراي اثرات فارماكولوژيكي متعددي مي‌باشد كه از آن جمله مي‏توان به اثرات آرامبخشي)، ضد ايسكمي ،ضد تشنجي، ضد دردي ، ضد التهابي ، ضد سرطاني محافظت كبدي ،محافظت كليوي و شلي عضلات صاف اشاره كرد. [1: -Thymoquinone (TQ)] 
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اهداف اصلی:
بررسی اثرات تیموکوئینون بر میزان بیان (TGF-B)Transforming Growth Factor-B در فیبروز کبد کلستاتیک القاء شده با مدل انسداد مجرای صفراوی در موش های صحرایی با روش ایمنوهیستوشیمی

اهداف ویژه :
بررسی اثر تیموکوئینون در بهبود فیبروز کبدی ناشی از BDL بر اساس مطالعه میکروسکوپی و رنگ آمیزی H&E  و  Masson Trichrom و روش ایمونوهیستوشیمی.
· بررسی اثر تیموکوئینون در بهبود فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی و آنزیم های شاخص کبدی، و سطح لیپیدهای خون در رت های کولستاتیک.
· تیمار TQ در مقادیر 100، 200 mg/kg/bw و بررسی تاثیر هر یک از این غلظت ها بر میزان حفاظت کبدی 


اهداف جزیی : 
· بررسی اثر تیموکوئینوندر کاهش تجمع کلاژن با استفاده از رنگ آمیزی Trichrome Masson
· بررسی اثر تیموکوئینون در کاهش تجمع نوتروفیل ها و کاهش نفوذ سلول های التهابی تک هستهای در بافت کبد رت های BDL با کمک رنگ آمیزی H&E
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تاکنون تحقیقی مبنی بر ارزیابی اثر تیموکوئینون به عنوان ماده موثره ی گیاه سیاهدانه بر کاهش بیان TGF-B به عنوان یک فاکتور قدرتمند فیبروژنیک در کلستاز کبدی ناشی از انسداد مجرای صفراوی صورت نگرفته است. 
همچنین تاکنون بالاترین دوز استفاده شده در تحقیقات برای TQ خوراکی mg/kg/bw 100 بوده است. که با توجه به LD50 بالای TQ خوراکی (mg/kg/bw 3/794)، در این مطالعه از دوزهای بالاتر این ترکیب فیتوشیمیایی استفاده خواهد شد.
با توجه به اهميت تأثير سياه دانه و همچنین مهمترین ماده موثره آن یعنی تیموکوئینون بر محافظت از بافت کبد، در مدل تجربی کبد کلستاتیک، اين تحقيق به منظور بررسي اثر ضد فیبروزی تیموکوئینون در مدل تجربی انسداد مجاری صفراوی رت صورت می گیرد.
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· آیا تیمار همزمان تیموکوئینون می تواند سبب کاهش بیان TGF-B در بافت کبد کلستاتیک شود؟
· آیا تیمار همزمان تیموکوئینون می تواند روند فیبروز کبدی، ناشی از کلستاز جلوگیری کند؟ 
· آیا تیموکوئینونمی تواند اثر محافظتی بر علیه سمیت نمک های صفراوی اعمال کند؟
· آیا مصرف تیموکوئینوندر دوزهای مورد نظر بر حفاظت کبدی موثر می باشند ؟ 
· آیا مصرف تیموکوئین می تواند از تغییرات آنزیمی ناشی از کلستاز جلوگیری می کند ؟
· آیا می توان در آینده ازترکیب تیموکوئینون به عنوان یک داروی مکمل ،در بهبود شرایط بیماران کلستاتیک بهره برد؟
5-1 [bookmark: _Toc9612524]فرضيه‏هاي تحقیق:

1) تیمار همزمان تیموکوئینون می تواند سبب کاهش بیان TGF-B در بافت کبد کلستاتیک شود
2) تیمار همزمان تیموکوئینون می تواند روند فیبروز کبدی، ناشی از کلستاز را مهار کند
3) تیموکوئینون می تواند اثر محافظتی بر علیه سمیت نمک های صفراوی اعمال کند
4) مصرف تیموکوئینون در دوزهای مورد نظر بر حفاظت کبدی موثر می باشند 
5) مصرف تیموکوئینون می تواند از تغییرات آنزیمی ناشی از کلستاز جلوگیری کند
6) می توان در آینده ازترکیب تیموکوئینون به عنوان یک داروی مکمل ،در بهبود شرایط بیماران کلستاتیک استفاده کرد.
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مصرف گیاهان دارویی و داروهای گیاهی در کشورهای مختلف روز به روز در حال افزایش است و به این دلیل به اثبات رسیدن اثر بخشی بسیاری از این مواد در مجامع علمی و مقبولیت آن در اکثر جوامع بشری است. به دلیل نگرانی روز افزون در مورد عوارض داروهای شیمیایی و بی اثر بودن تعدادی از آنها در مصرف طولانی مدت،استفاده از ترکیبات طبیعی به صورت جایگزین یا مکمل درمان،بیش از پیش مورد توجه قرار گرفته است.استفاده انسان به عنوان دارو از ابتدای تمدن بشری تاکنون ادامه دارد.داروهای گیاهی به عنوان درمان جایگزین با عوارض کمتر و خواص متعدد و در برخی موارد به عنوان تنها درمان موثر مورد استفاده قرار میگیرد.
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فیبروز اختلال اصلی در بیماری های مزمن کبدی است که به طور گسترده ای عامل مرگ و میر در بسیاری از انسان های مبتلا به کلستاز کبدی می باشد. به دنبال آسیب کولستاتیک، کبد تحت یک فرایند مدل یابی مجدد قرار می گیرد که شامل ترمیم و فیبروژنز است. ویژگی اصلی فیبروز، افزایش رسوب ماتریکس خارج سلولی و کاهش تخریب آن است. سلول های Ito نقش اصلی را در پیشرفت فیبروز دارند. TGF-β نیز یک حد واسط قدرتمند برای فعال کردن سلول های Ito و افزایش بیان کلاژن میباشد.
 TGF-β بعلاوه سبب مهار سنتز گلوتاتیون در هپاتوسیت ها و کاهش ظرفیت آنتی اکسیدانی سلول می گردد با بهم خوردن تعادل بین اکسیدان-پراکسیدان به نفع پراکسیدان ها، رادیکال های آزاد افزایش می یابند. در طول این فرایند مقدار زیادی  α-SMA که یک فاکتور فیبروژنیک است، در ماتریکس خارج سلولی خصوصا در نواحی پورتال تجمع می یابد که مسئول توزیع کلاژن است(Mendel & Kruse et al, 2012).
مکانیسم اصلی کبد چرب تجمع تری گلیسرید در داخل سلولهای کبدی است. بعد از مصرف غذا، تری گلیسرید جذب شده در سلولهای روده باریک از طریق ملکول شیلومیکرون وارد جریان خون سیستمیک شده و به سمت بافتهای محیط (چربی و عضله )حرکت میکند.در اینجا شیلومیکرون از طریق آنزیم لیپوپروتئین لیپاز  (LPL) شکسته شده و اسید چرب آزاد (FFA) وارد سلولهای بافت محیطی میشود. باقیمانده شیلومیکرون هم وارد کبد میگردد. Angulo P, Hui JM, Marchesini G et al,2007))

اسیدهای چرب آزاد در داخل میتوکندری سلول کبدی یکی از سه مسیر زیر رادنبال می کنند:

1- مقداری از اسیدهای چرب آزاد از طریق مکانیسم بتا اکسیداسیون میتوکندریال به ATP تبدیل شده و برای تأمین انرژی سلولهای بدن به کار میرود.

2- .مقداری از اسیدهای چرب آزاد بعد از اتصال به آپولیپوپروتئینهایی مانند APO-B تبدیل به VLDLشده و وارد جریان خون سیستمیک میگردد. مولکول VLDLدر بافتهای محیطی از طریق لیپوپروتئین لیپازشکسته شده و اسیدهای چرب آزاد وارد سلولهای بافت محیطی و در آنجا ذخیره میشوند.

3- باقیمانده اضافی اسیدهای چرب آزاد در داخل سلول کبدی به شکل تری گلیسرید ذخیره میگردد. اسیدهای چرب آزاد موجود در بافتهای محیطی هم درافراد چاق و هم در کاهش وزن شدید به دنبال لیپولیز محیطی میتوانند وارد جریان خون سیستمیک و از آنجا وارد کبد شوند. مواد قندی و پروتئینی هم بعد از جذب در سلولهای روده وارد جریان خون سیستمیک و از آنجا وارد کبد میشوند. مازاد کربوهیدراتها و پروتئینها در داخل کبد تبدیل به چربی می شوند.
 مکانیسمهای مطرح در ایجاد کبد چرب غیرالکلی و آسیب کبدی ناشی از آن عبارتند از:	

1- افزایش ورود اسیدهای چرب آزاد به داخل سلول کبدی مثلاً در اثر مصرف زیاد چربی، در افراد چاق و در کاهش وزن شدید.
2- تجمع اسیدهای چرب آزاد در سلول کبدی به دنبال اختلال در بتااکسیداسیون اسیدهای چرب آزاد

3- اختلال در سنتز و ترشح  VLDLمثلاً در آبتالیپوپروتئینمی و سوءتغذیه پروتئین که به دلیل کاهش ملکولهای آپولیپوپروتئین اتفاق میافتد.

4- افزایش  تبدیل پروتئینها و کربوهیدراتهابه تری گلیسرید مثلاً در زمینه مصرف زیاد این مواد یا در استفاده از تغذیه تزریقی(TPN).

5- افزایش مصرف کلسترول در مواد غذایی

6- مقاومت به انسولین نقش کلیدی را در ایجاد کبد چرب بخصوص در دیابت نوع دوم و افراد چاق دارد. مقاومت به انسولین همچنین در مبتلایان به NASH که لاغر هستند و تست تحمل گلوکز طبیعی دارند هم مشاهده می شود. مقاومت به انسولین منجر به افزایش لیپولیز در بافتهای محیطی (بافت چربی و عضله).

7- و افزایش جذب کبدی اسیدهای چرب آزاد می شود. سطح سرمی اسیدهای چرب آزاد در بیماران دیابت نوع دوم همراه با  NAFLDبیشتر از موارد فاقد NAFLD است.

8- القاء لیپواکسیژناز توسط اسیدهای چرب آزاد در سلول کبدی باعث تولید رادیکالهای آزاد اکسیژن میشود. زمانی که تعادل بین اکسیدانها و آنتی اکسیدانها به نفع اکسیدانها و رادیکال آزاد اکسیژن تغییر میکند منجر به آسیب کبدی و ایجاد فیبروز از طریق تحریک سلولهای ستارهای(Stellate cell)میشود. کمبود آنتی اکسیدانهایی مانند گلوتاتیون، ویتامین  Eو  Cو بتاکاروتن میتواند در ایجاد این پدیده نقش داشته باشد و با همین مکانیسم،تجویز آنتی اکسیدانها در درمان فیبروز و التهاب موارد  NASHکمک کننده است. آنتی اکسیدانها با مکانیسم کاهش آپوپتوز توسط سلولهای  Tباعث کاهش التهاب کبدی میشوند.

9- افزایش آهن کبدی هم درایجاد  NASHنقش دارد. در مبتلایان به  NASHشیوع موتاسیون  HFEو افزایش ذخایر آهن بیشتر دیده میشود. افزایش سطح آهن کبدی میتواند باعث مقاومت به انسولین شود. افزایش سطح آهن در بافت کبد با میزان فیبروز کبد ارتباط مستقیم دارد.

10- [bookmark: _GoBack]میکروبهای روده ای: میکروبهای رودهای به عنوان منبع بالقوه برای آسیب اکسیداتیو کبد مطرح اند. رشد بیش از حد باکتریهای روده باعث تولید الکل و استالدئید اندوژن و اندوتوکسینها میشود که بعد از جذب از جدار روده وارد جریان خون سیستمیک شده و منجر به آسیب کبدی می گردند. در برخی مطالعات در مبتلایان به کبد چرب ،افزایش قابل توجه نفوذپذیری جدار روده و افزایش اندوتوکسمی پورت گزارش شده است. مکانیسم دیگر ایجاد کبد چرب به وسیله میکروبهای رودهای،دکونژوگه شدن اسیدهای صفراوی میباشد. تجویز پروبیوتیک و آنتی بیوتیکها در برخی مطالعات در بهبود چربی کبدی مؤثر بوده اند.

11- آپنه انسدادی خواب با مکانیسم هیپوکسمی می تواند منجر به کبد چرب شود.به دنبال تجمع چربی در سلول کبدی، فضاهای داخل سلولی به وسیله چربی اشغال شده و هسته و سایر ساختارهای مولکولی به سمت دیگر سلول کبدی هدایت می شوند. به تدریج که میزان ذخیره چربی در سلول کبد افزایش پیدا میکند،هسته و سایر اعضا سلول کبدی تحت فشار قرار گرفته واز انجام فعالیتهای حیاتی ساقط می شوند و به دنبال آن مرگ تدریجی سلول کبد اتفاق می افتد. این سلول کبد که فاقد حیات است توسط سلولهای دفاعی و ایمنی مانند سلولهای  Tبه عنوان عنصر مزاحم و نامطلوب تشخیص داده میشود. تجمع سلولهای التهابی در کبد باعث ایجاد التهاب و آزاد شدن سیتوکاینهای التهابی میشود. سیتوکاینها باعث تبدیل سلول های ستاره ای (Stellate cell) خاموش به میلوفیبروبلاست میگردند. نتیجه این فرایند ساخت کلاژن توسط سلولهای میلوفیبروبلاست و تشکیل فیبروز میباشد. تداوم تدریجی این واکنش کلاژنی منجر به سیروز کبدی میگردد.
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کلستاز به معنی انسداد مجرای صفراوی و مهار جریان صفرا است که می تواند منشا داخل کبدی یا خارج کبدی داشته باشد. کلستاز داخل کبدی می تواند به دلیل بروز بیماری های اتوایمنیون، متابولیکی و ژنتیکی، همچنین ایجاد عفونت ها و استفاده از برخی داروها ایجاد گردد. کلستاز خارج کبدی نیز می تواند در نتیجه تشکیل سنگ های مجاری صفراوی، و بروز سرطان های صفراوی و پانکراسی ایجاد می شود کلستاز چه به صورت داخل کبدی و چه به صورت خارج کبدی ایجاد شود، از انتقال صفرا به دوازدهه جلوگیری می کند و سبب تجمع صفرا در کبد و مجاری صفراوی می گرددArrese & Trauner, 2003)).
کلستاز بیماری است که توسط کاهش یا توقف جریان صفراوی از کبد مشخص می شود. این بیماری می تواند ناشی از اختلالات کبد، مجرای صفراوی یا پانکراس باشد. بیش از ۲۰۰،۰۰۰ نفر در ایالات متحده هر ساله تحت تاثیر این شرایط قرار می گیرند و اگر به درستی درمان نشود، می تواند سلامت بدن را به خطر بیاندازد. 
کلستاز بیماری است که در آن در جریان صفرا به دلیل آسیب دیدگی برخی از سلول های کبدی و روده کوچک، اختلال ایجاد می شود. صفرا مایع گوارشی است که توسط کبد تولید می شود. هنگامی که جریان صفرا متوقف می شود، رنگدانه بیلی روبین، محصول زائدی که در اثر تجزیه سلول های قرمز خون قدیمی یا آسیب دیده ایجاد می شود، به جریان خون راه پیدا کرده و در آن جا تجمع می یابند.
به طور معمول، بیلی روبین به صفرا در کبد متصل می شود و از طریق مجرای صفراوی به سمت دستگاه گوارش، جایی که در مدفوع دفع می شود، حرکت می کند. اما برای افراد مبتلا به کلستاز، ماده ای که معمولا باید با صفرا دفع شود در بدن باقی می ماند.
علل:
دو علت اصلی برای کلستازی وجود دارد. کلستازی انسدادی، که به انسداد مکانیکی در مجرای صفراوی ناشی از سنگ های صفراوی و تومورهای بدخیم رخ می دهد، اشاره دارد. کلستازی متابولیسم، اختلالی که در تشکیل صفرا وجود دارد و به علت نقایص ژنتیکی اتفاق می افتد. گاهی نیز این اختلال ناشی از اثر جانبی بسیاری از داروها است. برخی از علل دیگر این بیماری عبارتند از: 
· بارداری
· مصرف قرص های ضد بارداری
· فیبروز کیستیک (یک بیماری ارثی است که عملکرد سلول های اپیتلیال را مختل می کند)
· تنگ شدن مجرای صفراوی
· بیماری کبدی الکلی
· لنفوم (یک نوع سرطان است که بر روی سیستم ایمنی تأثیر می گذارد)
· سیروز اولیه صفراوی (بیماری است که در آن مجاری صفراوی در کبد به آرامی تخریب می شوند)
· هپاتیت ویروسی
· داروهایی مانند:
· آنتی بیوتیک ها (مانند آمپی سیلین و سایر پنی سیلین ها)
· فلوکوکاسیلین
· اریترومایسین
· استروئیدهای آنابولیک
· نیتروفورانتوئین
· نمک طلایی
· استاتین ها
· استروژن
· سایمتیدین
· کلرپرومازین
· پروکلوپرازین
· دراوها نیز عامل مهمی برای کلستازی هستند. آسیب کلیستاتیک یکی از عوارض شدید بیماری کبدی ناشی از دارو است و تقریبا نیمی از مسمومیت های کبدی را تشکیل می دهد. شواهدی وجود دارد که نشان می دهد داروهایی که توسط کبد به صفرا دفع می شوند، نامزد اصلی برای تولید بیماری کلستاز کبدی در بیماران حساس هستند، و تشخیص سریع و حذف دارو، هدف اصلی مدیریت کلستاز ناشی از دارو است.
علائم و نشانه های کلستازی
شایعترین علامت کلستاز، خارش است که به نظر می رسد به علت تعامل اسید های صفراوی با اعصاب opioidergic ایجاد می شود. با توجه به گزارش منتشر شده در Gastroenterology and Hepatology، برخی مطالعات نشان می دهند که در حدود ۷۰ درصد از بیماران مبتلا به کلستاز کبدی خارش را تجربه می کنند. اگر چه مطالعات اخیر آمار کمتری را درحدود ۲۰ تا ۳۰ درصد نشان می دهد. خارش در بیماران مبتلا به سیروز اولیه صفراوی، کلانژیت اسکلروزان اولیه (زخم در مجرای صفراوی) و کلستاز حاملگی شایع تر است، اما در بیماران مبتلا به هپاتیت ویروسی مزمن، به ویژه ویروس هپاتیت C نیز شایع است. 
زردی نشانه رایج دیگری در کلستازی انسدادی است، اما در کلستازی متابولیک رایج نیست. یک فرد مبتلا به کلستاز انسدادی همچنین ممکن است مدفوع کمرنگ داشته باشد و همراه با آن علائمی مانند موارد زیر را تجربه کند: 
ادرار تیره
تهوع یا استفراغ
عدم توانایی هضم غذاهای خاص
درد در قسمت فوقانی و راست شکم
زردی پوست و چشم
کلستازی می تواند به هضم نادرست لیپیدها و جذب ویتامین محلول در چربی منجر شود. بازتولید و گسترش باکتری ها به غدد لنفاوی، که ممکن است به اندوتوکسمی منجر شود نیز موجب شوک می شود.
درمان کلستاز:
درمان های متعارف برای کلستاز
اسید اورسودوکسی کولیک (UCDA) به طور فزاینده ای برای درمان کلستاز استفاده می شود. UCDA برای درمان سنگ های صفراوی بدون جراحی در زنان مبتلا به کلستازی بارداری کاربرد دارد. این دارو یک ترکیب اسید روغنی طبیعی است که عملکرد کبد را با جایگزینی اسیدهای صفراوی سمی در جریان خون بهبود می بخشد. UCDA با اصلاح مخزن اسید های صفراوی و کاهش اسیدهای آندوژنیک و هیدروفوبیک (اسیدهایی که با آب مخلوط نمی شوند) و افزایش نسبت اسید های صفراوی هیدروفیل غیر سمی (اسید های صفراوی که در آب مخلوط و حل می شوند) در بدن عمل می کند. 
اجتناب از مصرف الکل و داروهای خاص
به افراد مبتلا به کلستاز توصیه می شود از مصرف مواد شیمیایی، از جمله الکل و داروهای خاص، اجتناب نمایند. بر اساس تحقیقات انجام شده در دانشگاه سیدنی استرالیا، عوامل متعددی که ظرف سال ها باعث ایجاد کلستاز می شوند، عبارتند از:
استروژن ها
استروئیدهای آنابولیک
کلرپرومازین
اریترومایسین
اکسین پنی سیلین
داروهای مرتبط با آسیب کبدی کلستاز عبارتند از:
تیکلوپیدین
ترفنادین
تربینافین
نیمسولید
فلوروکینولون ها
استاتین های کاهش دهنده کلسترول
در حالیکه شواهدی در مورد اثرات ژنتیکی  واکنش های کلستاتیک به دارو وجود دارد، اما در حال حاضر هیچ تستی برای پیش بینی این رویداد وجود ندارد. بنابراین پیشگیری از واکنش های شدید، تشخیص زودهنگام آسیب های کبدی و قطع سریع دارو معمولا توصیه می شود. 
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انسداد مجرای صفراوی:
مدل انسداد مجرای صفراوی (Bile Duct Ligation/ BDL) یک مدل تجربی مناسب برای القاء انسداد صفراوی خارج کبدی و بررسی اختلالات ناشی از آن می باشد که بطور وسیعی در تحقیقات تجربی کلستاز مورد استفاده قرار می گیرد Arrese & Trauner, 2003) ). کلستاز سبب افزایش اکسیدان های کبدی می گردد (Portincasa et al., 2007) و استرس اکسیداتیو در این بیماری، یک پدیده سیستمیک است (Ljubuncic et al., 2000) که تمام بافت ها و اندام ها، خصوصا کبد را درگیر می کند. 
ترکیبات صفرا شامل نمک های صفراوی، مولکول های غیر آلی (مانند آنیون ها و بی کربنات)، ترکیبات آلی مانند فسفولیپیدها، کلسترول، بیلی روبین، لسیتین و نوکلئوتیدهای آدنوزین (Chari et al., 1996) و پروتئین هایی مانند آلبومین و ایمنوگلوبولین ها (Farina et al., 2008) می باشد. یکی از عملکردهای اصلی کبد برای حفظ هومئوستاز متابولیکی، سنتز، ترشح و بازیافت نمک های صفراوی است. هپاتوسیت های کبدی روزانه حدود 6 گرم نمک صفراوی را از کلسترول سنتز می کنند. این نمک ها بیش از نیمی از ترکیبات آلی صفرای پستانداران را تشکیل میدهند، که بطور مداوم در بدن تحت یک گردش روده ای-کبدی کارآمد بازجذب می شوند.
نمک های صفراوی اولیه در هپاتوسیت ها از کلسترول سنتز می شوند و مولکول هایی دوقطبی و بسیار آبدوست تر از کلسترول هستند که به راحتی به فرم میسل (Monte et al., 2009) در می آیند. این ویژگی تحت شرایط کلستاز، آنها را برای آسیب رساندن به غشاء سلولی مستعد می سازد. صفرا مسیر دفعی اولیه برای موادی مانند بیلی روبین، کلسترول و برخی محصولات دفعی مانند گزنوبیوتیک ها و مولکول های چربی دوست و برخی کاتیون های فلزی است. با کاهش جریان صفرا در شرایط کلستاز، مقدار این ترکیبات در بدن افزایش می یابد.
کیسه صفرا در زیر لوب چهارم کبد و چسبیده به آن در طرف راست و بالاي شکم قرار گرفته است. طول آن در 8 سانتیمتر و حاوي 80 تا 100 سانتیمتر مکعب صفرا است. یک لوله باریک به نام مجراي سیستیک، - حدود 7 کیسه صفرا را به مجراي اصلی کبد وصل می کند. صفرا که در کبد ساخته شده و در هضم غذا نقش مهمی به عهده دارد توسط مجراي اصلی صفرا یا کلدوك، وارد قسمت اول روده باریک می شود. کیسه صفرا یک مخزن ذخیره براي صفرا نیست. صفرا مرتباً در کبد ساخته می شود. پس از خوردن غذا، کیسه صفرا منقبض شده و صفرا را در داخل روده تخلیه می کند. این انقباض در اثر تحریک هورمونی توسط هورمون کله سیستوکینین است.
ترکیب اصلی صفرا را کلسترول، بیلی روبین و نمک هاي صفراوي تشکیل می دهند. بیلی روبین از آزاد شدن هموگلوبین در گلبول هاي قرمز منهدم شده بدست می آید. این ماده پس از انتقال به کبد از طریق صفرا دفع می شود. نمک هاي صفراوي که به وسیله سلول هاي کبدي از کلسترول ساخته می شوند براي هضم و جذب چربی ها، ویتامین هاي محلول در چربی و بعضی از مواد معدنی ضروري می باشند. صفرا وارد مجاري صفراوي شده و در نهایت از طریق مجراي مشترك صفرا و پانکراس وارد دوازدهه می شود. در طی عمل هضم با رسیدن غذا به دوازدهه)قسمت فوقانی روده باریک(، با تحریک هورمونی، صفرا وارد دوازدهه می شود.
صفرا حاوي کلسترول و مواد دیگر است، در صورتی که غلظت کلسترول در صفرا بالا برود و یا غلظت بعضی مواد دیگر در صفرا پایین بیاید، کلسترول ممکن است به صورت بلورهاي جامد در آید و هسته اولیه یک سنگ صفراوي را تشکیل دهد. این هسته می تواند به تدریج در طول زمان بزرگ شود و به سنگ هاي درشتی تبدیل گردد ولی اغلب سنگ هاي صفراوي کوچکتر هستند(غالباً اندازه ارزن) که با این حال اشکالات بیشتري نیز حتی ایجاد می کنند. افراد بسیاري دچار سنگ کیسه صفرا می شوند. تا مدت ها این سنگ ها مزاحمت هایی ایجاد می کنند و علایمی دارند که بیماران با ناراحتی هاي معده و روده اشتباه می کنند و نه تنها به درمان نمی پردازند،بلکه دارو و درمان هاي بی مورد نیز دریافت می کنند. در حالی که بیمار بی خبر است و یا تصور می کند که نیازي به درمان جراحی وجود ندارد، یکی از سنگ هاي موجود در کیسه صفرا ممکن است در حین انقباضات عادي آن به دهانه کیسه رانده شود و در مجراي کیسه گیر کند، این حالت سبب می شود کیسه صفرا براي تخلیه خود انقباضات شدیدتري پیدا کند که معمولاً بسیار دردناك است. این درد معمولاً در ناحیه بالا و راست شکم و بالاي ناف احساس می شود و گاهی به پشت و یا شانه راست نیز سرایت می کند. در مواردي که درد شدید است ممکن است با تهوع و استفراغ همراه باشد. اگر انقباضات کیسه صفرا آرام شود سنگ ممکن است مجدداً به داخل آن افتاده و درد کاملاً از بین برود .چنین حملاتی معمولاً 20 دقیقه تا یک ساعت طول کشیده و قولنج صفراوي نامیده می شود.
این بیماري سالانه میلیون ها نفر را مبتلا می کند. در بیشتر موارد سنگ کیسه صفرا بدون علایم ظاهري است اما وقتی سنگ از کیسه صفرا خارج و وارد مجراي صفراوي شود، ایجاد انسداد، درد و قولنج می نماید. در صورت انسداد مجراي کیسه صفرا، التهاب کیسه صفرا به وجود می آید. همچنین در صورت انسداد مجراي اصلی صفراوي، رنگ مدفوع روشن و ادرار پر رنگ می شود و در صورت ادامه وضعیت، صفرا به عقب برگشته و موجب زردي و صدمه رسیدن به کبد می شود.بیشتر سنگ ها از کلسترول، بیلی روبین و نمک هاي صفراوي تشکیل شده اند.سنگ هاي کیسه صفرا وقتی تشکیل می شوند که مایع ذخیره شده در کیسه صفرا تبدیل به شکل قطعاتی از مواد جامد )شبیه سنگ سخت شده( می گردد. در حالت طبیعی این مایع که صفرا نامیده می شود براي کمک به بدن جهت هضم چربی ها استفاده می شود.
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اختلالات سیستم صفراوي هر ساله میلیون ها نفر را مبتلا می کند. تنها در ایالات متحده آمریکا سالانه 6  بیلیون دلار صرف درمان سنگ هاي صفراوي می شود. بیماري هاي شایع مجاري صفراوي عبارتند از سنگ کیسه صفرا، سنگ مجراي اصلی صفراوي یا کلدوك، التهاب کیسه صفرا (کله سیستیت) و سایر بیماري ها.
کوله سیستیت حاد
عبارت است از التهاب حاد کیسه صفرا که در 90 درصد موارد علت آن سنگ صفرا است. موارد کله سیستیت حاد بدون سنگ (آکالکالوس) بیشتر در بیماران با وضعیت وخیم ناشی از تروماي شدید، سوختگی، سپسیس، زایمان و غیره دیده می شود. کله سیستیت حاد معمولاً با انسداد دهانه کیسه صفرا و در نتیجه اتساع آن، تغییرات ایسکمیک و شیمیایی در جدار کیسه صفرا و در بعضی بیماران همراه با رشد باکتري در صفرا یا جدار آن ایجاد می شود.

کوله سیستیت مزمن
التهاب مزمن مخاط کیسه صفرا به علت سنگ یا عوامل دیگر بروز می کند و ضمن تغییرات مخاطی، افزایش ضخامت جدار کیسه صفرا نیز عارض می شود. علل غیر سنگ شامل آدنومیوماتوز، پولیپ، کلسترولوزیس کیسه صفرا و عملکرد نادرست)دیس فانکشن(کیسه صفرا می باشند.

سیستم مجاری صفراوی
مجاری صفراوی خارج کبدی از ابتدای مجاری کبدی شروع شده و در آمپول واتر ختم میشوند.مجاری کبدی راست یک سانتی متر طول دارد و به هم پیوستن دوشاخه خلفی تحتانی و بطنی راسی بوجود میآید.در داخل کبد شاخه بطنی راسی با زاویه حاده وارد مجرای کبدی راست میشود بدین جهت سنگ در این شاخه شایع نیست مجرای کبدی چپ مختصری درازتر از راست در موارد انسداد بیشتر دچار انساع میشود دو مجرا به هم پیوسته و مجرای مشترک کبدی را تشکیل میدهند.مجرای مشترک کبدی از ناف کبد شروع میشود و در طول آن 3 الی 4 سانتیمتر است.مجرای سیستیک با یک زاویه حاده به انتهای مجرای مشترک کبدی متصل میشود و از این نقطه به بعد مجرای مشترک صفراوی (کلدوک)را تشکیل میشود.
طول مجرای مشترک صفراوی (CBD) تقریبا 8-11 سانتی متر و قطر آن 6-10 میلی متر میباشد بخش فوقانی این مجرا در کناره آزاد چادرینه کوچک در طرف راست شریان کبدی قرار دارد و در پشت این مجرا ورید پورت قرار دارد یک سوم میانی CBD به طرف راست خم شده و در پشت اولین قسمت دئودنوم قرار میگیرد. در این قسمت از ورید پورت و شریان کبدی جدا میشود قسمت سوم CBD  بیشتر خم شده و در پشت سر پانکراس در شیاری قرار میگیرد وارد دئودنوم میشود محل ورود  CBDبه دئودنوم در امپول واتر بوده و غالبا با مجرای پانکراس یکی میشود قسمتهای مختلف مجرا برحسب ارتباط آنها با احشاء به نامهای فوق پانکراسی،داخل پانکراسی و داخل اثنی عشری خوانده میشود. 
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گياه سياه دانه با نام علميNigella sativa  گياهي گل‌دهنده و یک‌ ساله با گلهاي سفيد يا آبي كم رنـگ (Ramadan & Morsel, 2002)، جزء رده دولپهای ها،زیر رده جداگلبرگها،راسته آلاله ها،تیره آلاله و تبار خربق است.این تبار از مهمترین تقسیمات تیره آلاله هاست.
 این گياه حدکثر به میزان 60 سانتی متر رشد میکند و دارای گلهای آبی و سفید با 5-10 گلبرگ و برگهای منقسم است،میوه بزرگ و داری کپسول متورم است که از 3-7 فولیکول (برگه)تشکیل شده که هر یک حاوی دانههای بسیاری است.
سیاه دانه گیاهی است علفی با ساقه افراشته منشعب با یا بدون کرک یا حاوی کرکهای چسبناک،به ارتفاع 15 تا 30 سانتی متر،یک ساله با برگهایی به طول 2 تا3 سانتی متر به صورت 2تا3 عدد در اطراف دمبرگ که به تقسیمات باریک و نخی شکل تقسیم شده است. گلهای آن منفرد ،به رنگ سفید شیری با کناره مایل به سبز یا آبی قطعات گلپوش تخم مرغی ،اندکی ناخنکدار و متمایل به سفید است.دارای کاسبرگهای دراز،بیضی کشیده و دوکی شکل به طول 1 تا 1.5 سانتی متر که اغلب رنگی و بلندتر از جام است و به تدریج در قاعده و انتهایش باریک میشود.گلبرگهایش پایک دارد و گلها فاقد برگهای گریبانی است.
بـومي اروپـاي جنـوبي، آفريقـاي شمالي و آسيا است و دانه های آن كه به سياه دانـه معـروف است توسط مصري هاي باستان و پزشكان يوناني بـراي درمـان سردرد، احتقان بيني، آسم، آلرژي، تقويت سيـستم ايمنـي، درددندان و كرمهاي رودهاي و بـه عنـوان ديورتيـك، بـراي القـاءقاعدگي و افزايش توليد شير مورد استفاده قرار ميگرفته اسـت (Salehi Surmaghi et al., 2008). اثـرات ضداكسايـشي سياهدانه در برابر مسموميت كبدي القـاء شـده توسـط هيدروپراكسيدتترابوتيل، تتراكلريدكربن و سيسپلاتين گـزارش شده است. تجويز روغن سياه دانه بـه مـدت 30 روز به موش هاي صحرايي تیمار شده با آفلاتوكسين، اثر مهاري بر عوارض خوني و بيوشـيميايي آفلاتوكـسين بر كبد داشت (Abdel-Wahhab & Aly, 2005). مصرف روغن سياه دانه باعث كـاهش اثـرات سوء عفونـت شيستوزومایی بـر عملكـرد كبـد شده و از بروز سيروز كبدي و تغيير در سطح آنزيم هاي كبـدي ناشـي از ايـن عفونت جلوگيري ميكند (El-Abhar & Saleh et al,2002). مصرف روغن سياه دانـه درمـسموميت حـاد كبـدي ناشـي از سـرب باعـث پيـشگيري از اختلالات پاتولوژيك كبدي شده و از اثر سمي سرب بر مخاط روده پيشگيري ميكند (Kapoor et al, 2009). همچنين تحقیقات نشان می دهد که روغن سـياه دانـه باعـث بهبود فاکتورهای بيوشـيميايي خـون و بهبود پـاتولوژي كبـد درموشهاي مسموم شده با سرب می شود (Farrag et al, 2007).
گزارش تحقيقات متعدد حاكي از آن است كه روغن و تركيبات موجود در دانه گياه سياه دانه داراي اثرات فارماكولوژيك متعددي هستند. اين تركيبات به درمان فرآيندهاي التهابي و بيماري هاي حساسيتي كمك ميكنند واز اثراتداروهاي هپاتوتوكسيك و نفروتوكسيك پيشگيري ميكنند. سیاه دانه سمیت بسیار کمی دارد و تغییری در آنزیم های کبدی و در بافت شناسی اندام هایی مانند کلیه،کبد،قلب و پانکراس در رتهای تیمار شده با سیاه دانه مشاهده نشده است. ازاين گياه به طور گسترده به دلیل اثرات آنتي بيوتيكي، در درمان اختلالات گوارشي و كبدي، درمان انگل هاي گوارشي، تحريك متابوليسم و درمان افسردگي استفاده می شود (Salem & Hossein 2005). 
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چهـار نـوع آلكالوييـد بـا نـام هـاي تیموكویینـــون، دي تيموكویینون، تیموهيدروكویینون و تيمول مواد موثره اصـلي در عـصاره آبـي دانه این گياه هستند (Morikawa et al., 2004). 30 درصد وزن سـياه دانـه را روغـن تشكيل مي دهد كه P-cymen اصلي تـرين تركيـب آن اسـت وًتقريبا 48/61 درصد از وزن روغن فرار آن را تـشكيل مـي دهـد  (Geng et al., 2009). دانه گياه همچنین حاوي چربي، ويتامين ها، مـواد معـدني وپروتئين (شامل هشت اسيد آمينه ضروري) وكربوهيـدرات هـاشامل مونوساكاريدها به شكل گلوكز، زيلوز، آرابينوز و رامنـوز است. دانه گياه منبع غني اسيدهاي چرب ضروري و غيراشباع است. اصلي ترين اسيد چرب غيراشباع اسيدلينولئيك و سپس اسيداوليئك است. تركيبات ديگري مانندفسفوليپيدها، كاروتن، كلسيم، آهـن و پتاسـيم نيـز در دانـه گیاه وجود دارد (Ramadan & Morsel, 2002). 
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تیموکوئینون[footnoteRef:2] (TQ) 2- ایزوپروپیل-5- متیل – 1و4 ینزوکوئینون، با فرمول مولکولی C10H12O2  و وزن مولکولی 2/164، مهمترين مادة موثرة موجود در دانه های گیاه سياه دانه بوده و داراي اثرات فارماكولوژيكي متعددي است كه از آن جمله مي توان به اثرات آرامبخشي (Parvardeh & Hosseinzadeh, 2003)، ضد ايسكمي (Parvardeh, Nasiriasl, & Hosseinzadeh, 2004)، ضد تشنجي (Hosseinzadeh et al., 2005)، آنتی اکسیدانی (Burits & Bucar, 2000) ، ضدالتهابی (Houghton et al., 1995) ، ضدسرطانی (Worthen et al., 1998) ، ضد دردي (Abdel-Fattah & Matsumoto, 2000) ، حفاظت كبدي، محافظت كليوي (Badary et al, 1997) اشاره كرد. [2:  Thymoquinone] 

تیموکوئینون می تواند میزان آسیب وارد شده بر بافت کبد را خنثی کند. بر اساس تحقیقات تیمار خوراکی TQ (100 میلیگرم بر کیلوگرم) موجب محافظت قابل ملاحظه ای در برابر مسمومیت با تتراکلرید کربن شد. TQ سبب مهار پراکسیداسیون لیپید در کبد می شود و این امر نشان می دهد که فعالیت محافظتی TQ در برابر آسیب ناشی از تتراکلرید کربن می تواند از طریق خواص آنتی اکسیدانی آن ایجاد شود. همچنین تیمار خوراکی TQ به طور معنی داری سمیت کبدی ناشی از استامینوفن، کادمیوم
 (Zafeer et al., 2012) و همچنین سمیت کبدی ناشی از تاموکسیفن (Suddek et al, 2014) را کاهش می دهد. درمان با  TQ همچنین از ایجاد نکروز کبدی ناشی ازمصرف سایپرمترین در موش ها، جلوگیری می نماید. و منجر به ایجاد تکثیر سلولی و ایجاد ترمیم و بازسازی کبد پس از ایجاد آسیب می شود
 (Ince et al., 2012).
مکانیسم عمل TQ بسیار پیچیده است. به نظر می رسد که TQ برای مقابله با بسیاری از بیماری های پاتوفیزیولوژیکی، بر روی مسیرهای چرخه سلولی، تکثیر، آپوپتوز، آنژیوژنز، مهاجرت، و متاستاز تومور (در مدل های سرطانی) تاثیر دارد. علاوه بر این، آسیب های اکسیداتیو و پاسخ های التهابی را مهار می کند (Blunden et al, 2003). مطالعات زیادی به منظور ارزیابی خواص سمی TQ  در شرایط in vitro و  in vivoانجام شده است و تنها تعداد محدودی از گزارشات در مورد اثرات بالقوه سمی TQ وجود دارد. امروزه تحقیقات گسترده ای در زمینه استفاده از محصولات گیاهی و ترکیبات فیتوشیمیایی به عنوان داروهای جایگزین انجام می شود و گیاهان دارویی با توجه به عوامل متعددی چون هزینه ارزان، دسترسی آسان، ایمنی و کارایی، بسیار مورد توجه قرار گرفته اند (Abuharfeil et al., 2001).
تیموکوئینون که از دانه های گیاه سیاهدانه استخراج می شود، برای قرن ها برای درمان مشکلات فراوانی مورد استفاده قرار گرفته است. در سال های اخیر TQ به عنوان یک ماده فیتوشیمیایی، به دلیل فعالیت بیولوژیکی زیاد و سمیت سیستمیک کم، توجه زیادی را به خود اختصاص داده است و می تواند جایگزین مناسبی برای داروهای متداول درمانی باشد. هدف از انجام این تحقیق بررسی اثرات تیموکوئینون بر میزانTransforming Growth Factor-B در فیبروز کبد کلستاتیک القاء شده با مدل انسداد مجرای صفراوی در موش های صحرایی می باشد.
[image: ]
شکل 2-1 : تیموکوئینون در بیماری‌های التهاب و سرطان مناطق مختلفی را هدف‌گیری می‌کند.
Blunden et al, 2003))

[image: ]
شکل 2-2: مورفولوژی سیاه دانه(Abuharfeil et al., 2001)
([image: ]
شکل 2-3: قسمت‌های مختلف گیاه سیاه دانه (Abuharfeil et al., 2001)
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در مطالعه ای که از دوز 2 میلی لیتر بر کیلوگرم از عصاره 5% سیاهدانه یا 0.2 میلی لیتر بر کیلوگرم از روغن سیاه دانه یا 3 میلی گرم بر میلی لیتر تیموکینون به صورت داخل صفاقی به موت 6 هفته استفاده شد، نتایج نشان داد که در موشهای دیابتی درمان نشده سطح گلوکز سرم افزایش و سطح انسولین سرم کاهش مییابد.سطح مالون دی آلدئید(MDA) در سلولهای بتا جزایر لانگرهانس در موشهای دیابتی درمان نشده افزایش و فعالیت سوپراکسید دسموتاز (SOD) کاهش یافته است.عصاره سیاهدانه و تیموکینون هیپرگلیسمی ایجادشده در موشهای دیابتی را کاهش میدهد که ارتباط مستقل با انسولین ندارد و بخشی از آن از طریق مهار گلوکوژنز انجام میشود. همچنین سیاهدانه و تیموکینون سطح MDA را در سلولهای بتا جزایر لانگرهانس موشهای دیابتی کاهش و فعالیت SOD را افزایش میدهد ( Abdelmeguid et al,2010).
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تاثیر محافظتی سیاهدانه بر پراکسیداسیون چربی و سیستم آنزیمی آنتی اکسیدانی و آنزیم_های کبدی در موشهای صحرایی که توسط تتراکلریدکربن دچار سمیت کبدی شده بودند بررسی شد. در این مطالعه تتراکلرید کربن 8/0 میلی لیتر بر کیلوگرم به صورت زیرجلدی به مدت 60 روز دوبار در هفته استفاده شد.برای درمان روزانه 2/0 میلی گرم بر کیلوگرم روغن فرار سیاهدانه به صورت داخل صفاقی استفاده شد. نتایج این بررسی نشان میدهد که تجویز تتراکلرید کربن سطح پراکسداسیون چربی و آنزیمهای آنتی اکسیدانی را کاهش میدهد.در گروه درمان شده با سیاهدانه مشاهده شد که سطح پراکسیداسیون چربی و آنزیمهای کبدی کاهش و سطح آنزیمهای آنتی اکسیدانی افزایش می یابد ( Kanter et al ,2005).
همچنین تجویز 300 میلی گرم برکیلوگرم عصاره آبی –الکلی تخم سیاه دانه در موشهای صحرایی دیابتی به مدت 30 روز می تواند سطح پراکسیدهای چربی را در بافت کبد موش های دیابتی کاهش داد و فعالیت آنزیمهای انتی اکسیدان را بهبود بخشید ولی فعالیت آنزیم ها به وضعیت طبیعی نرسید.
( Kaleem et al,.2006). استفاده از دوزهای 20-50-100 میلی گرم بر کلیلوگرم تیموکینون در موشهای صحرایی هیپرکلسترومیک باعث افزایش ظرفیت آنتی اکسیدانی و بیان ژنهای انتی اکسیدان در کبد میشود ( Ismail et al,2010).
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پژوهشگران نشان دادند كـه عـصاره روغن سياه دانه كليه را در برابر آسيب راديكال هـاي آزاد اكــسيژن محافظــت مــي كنــد و باعــث كــاهش پراكسيداسيون ليپيدي مـي شـود و همچنـين مغـز ونخاع را در برابر استرس اكسيداتيو ايجـــاد شــده توسط آنسفالوميليت تجربي محافظت مي كند. سياه دانه مي تواند در غير فعال كردن سلول هاي سرطان سينه موثر بـوده و راديكـال هـاي آزاد توليـد شـده توسط تشعـشعات را خنثـي نمايـد (Yildiz et al., 2008). در بررسی اثرات سیاه دانه بر دیابت القاء شده با استرپتوزوتوسين دریافتند که سياه دانه با اثرات آنتی اکسیدانی خودسبب محافظت سـلول های بتـا در برابر استرس اكسيداتيو و بهبود دیابت می شود (Kanter et al., 2004). محققان بیان کردند که سیاه دانه اثرضد التهابی خود را از طریق کاهش سطح آنزیم لیپواکسیژناز اعمال کرده و التهاب را مهار می کند (El-Dakhakhni et al, 2002). همچنین پژوهش‌گران نشان دادند سیاه دانه می تواند موجب افزایش سطح هورمون هاي FSH، LH و تستوسترون در حیوانات آزمایشگاهی شود؛ بنابراین احتمالاً روغن سیاه دانه از طریق حفظ سطح هورمونهاي جنسی و کاهش استرس اکسیداتیو اثر حفاظتی خود را بر اسپرماتوژنز و بافت بیضه اعمال مینماید و میتوان روغن سیاه دانه را به عنوان یک آنتی اکسیدان به منظور بهبود اثرات مخرب ایجادشده توسط پارانونایل فنل استفاده کرد ( Yan et al., 2013). اختلال در تعادل اکسیدان-آنتی اکسیدان مسئول آسیب کبدی کولستاتیک و تضعیف عملکرد کلیوی در رت های BDL می باشد ( Orellana et al., 2000). 
از میان ترکیبات مختلف موجود در گیاه سیاهدانه، مهمترین ترکیب موجود در روغن سیاهدانه تیموکوئینون (27/8%- 57%) است. تیموکوئینون اثر محافظتی بر روی سمیت کلیوی ناشی از سیس پلاتین در موش های کوچک و رت ها نشان داده است. مشخص شده که TQ همچنین اثرات ضدتوموری سیس پلاتین را تقویت می کند (Badary et al., 1997). تیموکوئینون از طریق اثرات قوی آنتی اکسیدانی و ضد التهابی خود سبب بهبود زایعات کبدی ناشی از آسیب ایسکمی-ریپرفیزیون کبدی گردید. در این مطالعه تقریبا هیچ عارضه جانبی ناشی از مصرف TQ گزارش نشده است. و نتایج مطالعه بیانگر این است که TQ میتواند به عنوان یک داروی جدید قوی برای کاهش آسیب کبدی مورداستفاده قرارگیرد (Tekbas et al., 2018). 



در اینجا به مرور مقالاتی که در زمینه بررسی اثرات تیموکوئینون بر روی کلستاز انجام شده است می پردازیم:
Oguz و همکاران در سال 2011 طی بررسی اثر محافظتی TQ در برابر آسيب كبدي ناشی از انسداد مجرایي صفراوي در موش صحرايي نشان دادند که تیمار خوراکی TQسبب حفظ ظرفیت آنتی اکسیدانی و کاهش آسیب اکسیداتیو کبد می گردد.
Coban و همکاران (2010) در مطالعه ای تحت عنوان بررسی اثرات سیاهدانه بر آسیب ناشی از انسداد مجرای صفراوی در موش صحرایی نشان دادند که سیاهدانه اثرات درمانی خود بر آسیب کبد کلستاتیک را احتمالا از طریق کاهش نفوذ سلول های التهابی و نوتروفیل ها اعمال می کند و از این طریق استرس اکسیداتیو در بافت کبد را کاهش می دهد.
در تحقیقی که توسط Kong و همکاران در سال 2015 انجام شد، اثرات محافظتی TQ با دوزهای 25 و 50 میلی گرم بر کیلوگرم، و به مدت 2 هفته بر روی آسیب کبدی ناشی از کلستاز در رت ها بررسی شد. بر اساس نتایج این مطالعه TQ ظرفیت آنتی اکسیدانی کبد را افزایش و میزان آسیب ناشی از استرس اکسیداتیو در کبد را کاهش داد. نتیج این مطالعه پیشنهاد کرد که TQ می تواند به عنوان یک محافظت کننده کبدی در بیماران مبتلا به کلستاز مورد استفاده قرار گیرد. 
نتایج تحقیقی که توسط Mohamed El-Naa و همکاران در سال 2014 اثرات محافظتی TQ را بر علیه کلستاز داخل کبدی القاء شده با اتینیل استرادیول و کلرپرومازین در رت ها بررسی کردند. در این تحقیق TQ به صورت خوراکی به میزان mg/kg 100 و به مدت 5 روز و همزمان با دارو تیمار شد. نتایج تحقیق آنها نشان داد که TQ اثرات محافظتی خود را از طریق بهبود استرس اکسیداتیو در بافت کبد اعمال می کند. 
تحقیق اصغرزاده و همکاران در سال 2017 بر روی اثر TQ بر روی فیبروز کبدی القاء شده با لیپوپلی ساکارید (LPS) انجام شد. در این تحقیق تیمار همزمان TQ (با دوزهای 2، 5 و 10 میلی گرم بر کیلوگرم) با LPS به مدت 3 هفته، التهاب، فیبروز و و تست های عملکردی کبد را بهبود بخشید که احتمالا ناشی از بهبود سیستم دفاع آنتی اکسیدانی و کاهش آسیب اکسیداتیو بود. 
در تحقیقی که توسط Saricicek و همکاران در سال 2014 انجام شد، تیمار TQ به میزان 50 میلی گرم بر کیلوگرم سبب بهبود فیبروز تجربی القاء شده با دی متیل نیتروزآمین در رت ها گردید. که این عمل را از طریق کاهش استرس اکسیداتیو و حذف رادیکال های آزاد و بهبود فعالیت آنتی اکسیدانی انجام داد. 
در مطالعه ای که توسط Bai و همکاران (2013) انجام شد، تیمار با TQ خوراکی با مقادیر (20 یا 40 میلی گرم بر کیلوگرم) به مدت 5 هفته سبب بهبود فیبروز کبدی القاء شده با تیواستامید گردید. تیمار با TQ سبب کاهش نفوذ سلول های التهابی، و کاهش تجمع پروتئین های ماتریکس خارج سلولی گردید. TQ بطور معنی داری سبب کاهش بیان SMA آلفا ، کلاژن 1 و مهرکننده بافتی متالوپروتئیناز 1 (TIMP-1) گردید. TQ سبب کاهش ماتریکس خارج سلولی گردید که احتمالا از طریق فسفریلاسیون مسیر سیگنالینگ AMPK انجام شده است. نتایج این تحقیق پیشنهاد داد که TQ می تواند یک کاندید قوی برای درمان فیبروز کبدی باشد. 
در تحقیق که توسط Gozeneli و همکاران در سال 2018 انجام شد، اثرات TQ و کورکومین در بازسازی کبد در رت هایی که 70% هپاتکتومی شده بودند مقایسه شد. در این مطالعه 7 روز قبل از برداشت کبد رت ها با TQ (دوز 100 میلی گرم بر کیلوگرم) یا کورکومین تیمار شدند. نتایج بیوشیمیایی و بافتی این مطالعه نشان داد که TQ در بازسازی کبد حتی مفیدتر از کورکومین بود.
نتایج تحقیقی که در سال 2008 به منظور تعیین میزان LD50 تیموکوئینون صورت گرفت، نشان داد که میزان LD50 تیموکوئینون در رت ها به صورت خوراکی (گاواژ) mg/kg/bw 3/794 و میزان LD50 برای تزریق درون صفاقی (i.p.) برای رت ها به میزان mg/kg 5/57 گزارش شد.
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1- روش کار به صورت تجربی و آزمایشگاهی می باشد.
تعداد 39 سر رت نر بالغ ن‍ژاد ویستار (Wistar) با محدوده وزنی 250-230 گرم از انستيتو پاستور ایران خريداري شده و به اتاق حيوانات دانشکده داروسازی دانشگاه آزاد واحد پزشکی تهران منتقل شد. حیوانات در قفس های فایبرگلاس به ابعاد 35×30×15 سانتی متر و تحت شرايط استاندارد با درجه حرارت 2 ±22 درجه سانتي گراد و سيكل نوري 12 ساعت روشنايي و 12 ساعت تاریكي و رطوبت نسبي 60-40 درصد نگه‌داري شدند.
برای تغذیه حیوانات غذای مخصوص رت (پلت) از شركت خوراك دام پارس تهران تهيه شد و آب لوله‌كشي تمیز از طریق شيشه هاي آبخوري بدون محدودیت در اختيار حیوانات قرار گرفت. در طول دوره تحقیق موازین اخلاقی کار با حیوانات آزمایشگاهی، رعایت شد. حیوانات ابتدا گروه بندی شده و به منظور سازگاری با شرایط جدید، پس از یک هفته آزمایشات عملی آغاز شد.
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گروه کنترل)حیوانات دست نخورده + تیمار روزانه آب مقطر)n=6
گروه Sham) حیوانات جراحی شده بدون BDL) + تیمار روزانه 5/0 میلی لیتر آب مقطر (حلال دارو)(n=6)
گروه (BDL حیوانات جراحی شده همراه با BDL + تیمار روزانه آب مقطر(n=6)
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-گروه درمان 100(رت هایBDL + تیمار خوراکی تیموکوئین روزانه با دوز100 میلی گرم/ کیلوگرم (n=6)
-گروه درمان200 (رت هایBDL + تیمار خوراکی تیموکوئینون روزانه با دوز200 میلی گرم/ کیلوگرم (n=6)
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-گروه تیموکوئینون 100 (رت های دست نخورده (intact+ تیمار خوراکی تیموکوئین روزانه با دوز 100 میلی گرم/ کیلوگرم (n=6)
-گروه تیموکوئینون 200 (رت های intact+ تیمار خوراکی تیموکوئینون روزانه با دوز 200 میلی گرم/ کیلوگرم (n=6)

3-5 [bookmark: _Toc9612543]نحوه تجویز داروها

گروه های درمان تجربی روزانه تیموکوئینون را به صورت محلول در 5/0 میلی لیتر آب مقطر به صورت خوراکی (گاواژ درون معده ای) دریافت نمودند. 
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جراحی BDL بر اساس روش استاندارد Uchinami و همکاران در سال 2006 انجام شد. به اختصار پس از اینکه هر حیوان با تزریق درون صفاقی (intraperitoneal, i.p.) مخلوط کتامین (mg/kg b.w 90) و زایلزین (mg/kgb.w 10)کاملا بیهوش شدند، از سطح پشتی در سینی تشریح خوابانده شده و با چسب دست و پاهای حیوان ثابت گردید. پس از shave کردن موهای ناحیه شکم، از الکل 70 درجه برای ضدعفونی کردن پوست شکم استفاده شد. سپس با استفاده از تیغ اسکالپل 11 یک شکاف طولی به اندازه 3 سانتی متر در خط میانی شکم ایجاد شده و در دو مرحله پوست و عضلات جدار شکم بازشد. سپس کبد کمی به بالا متمایل شد و پس از شناسایی مجرای مشترک صفراوی، با استفاده ازنخ سیلک (4-0) در دو نقطه جداگانه با فاصله از همگره زده شد (گره اول دقیقا زیر تقاطع مجرای کبدی و گره دوم قبل از ورودی مجرای پانکراسی) و مجرای صفراوی از بین این دو نقطه بریده شد. سپس لایه های عضله جدار شکم با نخ سیلک (4-0) و در لایه پوست با نخ نایلونی (4-0) با دقت دوخته شد پس از اتمام عمل جراحی یک میلی لیتر سرم استریل قابل تزریق (سالین 10%) به صورت i.pبه رت ها تزریقمی شد. پس از اتمام کار، محل جراحی با بتادین ضدعفونی شد. همچنین به منظور جلوگیری از کاهش درجه حرارت بدن، حیوان تا به هوش آمدن کامل بر روی صفحه ی گرمایشی (Heat pad) قرار گرفت. 3-2 روز پس از انجام عمل جراحی، تیره شدن رنگ ادرار و همچنین زرد شدن گوش ها و کف دست حیوانات، نشان دهنده موفقیت عمل جراحی کلستاز بود. 
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پس از پايان دوره 45 روزه آزمايش، حيوانات براي 12 ساعت ناشتا نگه داشته شدند. سپس توسط دی اتیل اتر در يك ظرف دربسته (دسیکاتور) یوتانزی شدند. سپس بلافاصله در سینی تشريح خوابانده و توسط قیچی برشی در وسط قفسه سینه ایجاد شد و پس از ظاهر شدن قلب حیوان، با استفاده از سرنگ 5 میلی لیتری، از داخل بطن قلب خون گيري انجام شد. نمونه‌ها پس از مكث 30 دقيقه‌اي جهت لخته شدن خون، در 2500 دور و به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ شدند، تا سرم از خون جدا شود. سپس با استفاده از سمپلر، نمونه‌هاي سرم به لوله‌هاي اپندرف منتقل و در يخچال نگه‌داري شدند تا براي تعيين فاكتورهاي بیوشیمیایی مورد نظر مورد استفاده قرار گرفتند. در ابتدا و انتهای دوره تیمار، وزن حیوانات در هریک از گروه های آزمایشی اندازه گیری شدند و تغییرات وزنی آنها ثبت گردید. همچنین در آخرین روز آزمایش، پس از خارج نمودن کبد کامل حیوان، وزن کبد و وزن نسبی کبد (گرم کبد/100 گرم وزن بدن) برای حیوانات هریک از گروه های آزمایشی به دست آمد. پس از تعیین وزن کبد، قسمتی از بافت کبد در محلول بافر فرمالین 10% تثبیت شده تا پس از انجام روش های متداول پردازش بافتی، از آن ها بلوک های پارافینی تهیه شود.همچنین از بخش دیگری از بافت کبد، با استفاده از دستگاه هموژنایزر، هموژن بافتی تهیه شد و به منظور سنجش فعالیت آنزیم های  SODوCAT مورد استفاده قرار گرفت.
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اندازه گیری فعالیت سرمی آنزیم های ALP، ALT و AST و همچنین مقدار بیلی روبین تام و مستقیم، Chol، TG، HDL و LDL در سرم، بر اساس روش IFCC (فدراسیون بین المللی شیمی بالینی و طب آزمایشگاهی) و با استفاده از کیت های اختصاصی مربوطه، به کمک دستگاه اتوآنالایزر Italy، BT1500BT1500 در آزمایشگاه کلینیکال پاتولوژی کلینیک حیوانات خانگی سعادت آباد انجام گرفت .( Moss & Henderson, 1999)
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قسمتی از بافت کبد وزن شده و به مقدار هر گرم وزن کبد، یک میلی لیتر محلول کلرید پتاسیم (KCl) 15/0 مولار به آن اضافه شد. بافت ها پس از شستشو در داخل یک هاون چینی استریل قرار گرفته و با قیچی، به قطعات کوچک خرد شدند. سپس به ازای هر یک گرم کبد، 3 میلی لیتر محلول کلرید پتاسیم (KCl) 15/0 مولار در داخل بشر ریخته شده و قطعات بافت کبد به آن اضافه شد. چون فرایند هموژنیزاسیون بایستی در دمای 4- درجه سانتی گراد صورت گیرد، بشر در داخل یک ظرف یخ قرار داده شد و به کمک دستگاه هموژنایزر، بافت کبد هموژن شد. سپس محلول های هموژن تهیه شده در داخل چند فالیکون (به حجم های برابر) ریخته شده و توسط دستگاه سانتریفوژ یخچال دار در دمای 4 درجه سانتی گراد و دور 9000 دور در ثانیه به مدت 20 دقیقه سانتریفوژ شدند. سپس محلول رویی شیری رنگ داخل فالیکون ها، به لوله های اپندرف انتقال یافت. سپس درب آنها محکم بسته شده و در داخل فریزر (دمای 80- درجه سانتی گراد) قرار داده شد. در زمان مناسب پس از باز شدن یخ نمونه ها، لوله های اپندرف در داخل سانتریفوژ 5810R قرار داده شده و سپس بخش مایع آنها به وسیله سمپلر برداشته شد و در داخل ظرف های دستگاه اتوآنالایزر BT1500 قرار داده شد. سپس با استفاده از کیت های اختصاصی، فعالیت آنزیم های SOD و CAT هموژنات کبدی، برای هریک از نمونه ها اندازه گیری شد(Aebi, 1984; Sun et al., 1988). 
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شامل مراحل آب گیری با الکل های صعودی (Dehydration)، شفاف سازی (Clearation)، استفاده از تولوئن در سه مرحله و هر مرحله به مدت یک ساعت، آغشته سازی با پارافین (Impregnation)، قالب گیری (Embedding) و برش گیری با میکروتوم (Microtom)به ضخامت 4 ميكرومترمی باشد که بر اساس پروتکل های مربوطه انجام شد. ازمجموع برشهاي حاصل از هرنمونه، به طورتصادفي ازهر 5 برش،يك برش انتخاب گردید.
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رنگ آمیزی تری کروم ماسون به منظور تشخیص افزایش رسوب کلاژن و تعیین شدت فیبروز در بافت و با استفاده از روش های معمول انجام شد. در این روش از 3 رنگ به ترتیب برای رنگ آمیزی کلاژن، سیتوپلاسم و هسته سلول استفاده شد. این روش شامل رنگ آمیزی پشت سرهم رنگ های ذیل است:
رنگ آهن هماتوکسیلین(Iron Hematoxylin) که هسته ها را سیاه رنگ می کند، رنگ Biebrich Scarlet که سیتوپلاسم را قرمز رنگ می کند و رنگ Aniline Blue یا Aniline Light Green که به ترتیب سبب آبی یا سبز رنگ شدن کلاژن می شود (Escobedo et al., 2013).
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آسیب کبدی بر اساس روش اصلاح شده Sant’Anna و همکاران (2011)، رتبه بندی شد. به این صورت که در هر نمونه بصورت تصادفی 10 ناحیه مورد بررسی قرار گرفت و میانگین آنها بعنوان یک رتبه واحد در نظر گرفته شد. رتبه بندی آسیب به شرح ذیل می باشد:
· نکروز: 0= بدون نکروز، 1= آسیب موضعی کمتر از 25%، 2= آسیب موضعی بین 50-25%، 3= نکروز گسترده ولی موضعی، 4= نکروز وسیع. 
· نفوذ سلول های التهابی: 0= عدم التهاب، 1= التهاب کانونی کمتر از 25%، 2= التهاب کانونی بین 50-25%، 3= التهاب گسترده ولی موضعی، 4= التهاب وسیع. 
· بافت همبند: 0= فاقد بافت همبند، 1= رسوب کلاژن بدون تشکیل دیواره، 2= تشکیل دیواره ناقص، 3= دیواره کامل و نازک، 4= دیواره کامل و ضخیم.
· هیپرپلازی مجاری صفراوی: 0= عدم هیپرپلازی، 1= کمتر از 25% هر لبول، 2= 50-25% هر لبول، 3= گسترده ولی موضعی، 4= وسیع(Sant’Anna et al.,2011).
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ایمونوهیستوشیمی روشی برای نشان دادن حضور و محل پروتئین ها در برشهای بافتی است. از آنجا که آنتی بادی ها به شدت اختصاصی هستند، در برش های بافتی، تنها به پروتئین های مربوط به خود متصل می شوند. بنابراین تعامل بین آنتی بادی-آنتی ژن با رنگ پذیری بافت مشخص می شود. مراحل آن به ترتیب زیر انجام شد:
· شستشوی اسلایدها 2 بار و هر بار به مدت 5 دقیقه در TBS(Tris buffer saline)
· بلاک نمودن اسلایدها توسط سرم نرمال (سرم نرمال 10% با BSA(Bovin serum albumin) 1% در TBS به مدت دو ساعت در دمای اتاق
· زهکشی (Drain) اسلایدها برای چند ثانیه
· اضافه نمودن آنتی بادی های اولیه رقیق شده در TBS به BSA 1%
· انکوباسیون در دمای 4 درجه سانتی گراد به مدت یک شبانه روز
· شستشوی آرام با TBS 25% تریتون (2 بار و هر بار به مدت 5 دقیقه)
· انکوباسیون اسلایدها در H2O2 3/0% در TBS به مدت 15 دقیقه
· اضافه نمودن آنتی بادی های ثانویه رقیق شده در TBS با BSA 1% به اسلایدها و انکوباسیون آنها در درجه حرارت اتاق به مدت یک ساعت
· شستشوی اسلایدها با TBS (3 بار و هر بار به مدت 5 دقیقه)
· اضافه نمودن DAB و HRP (Horse reddish peroxidase) به نمونه ها برای مدت 10 دقیقه در درجه حرارت اتاق (ابتدا HRP و پس از شستشو DAB اضافه گردید).
· شستشو با آب جاری به مدت 5 دقیقه
· رنگ آمیزی اسلایدها با هماتوکسیلین
· دهیدراتاسیون
· شفاف سازی
· مونته کردن اسلایدها
· پس از آماده شدن نمونه ها، بیان TGF-β1 با میکروسکوپ نوری مورد ارزیابی و مطالعه قرار گرفتند (کیت TGF-β1 از شرکت abcam خریداری شد).
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تمامي داده‌ها از نظر آماري با استفاده از آناليز واريانس يك طرفه (One-way-ANOVA) و تست Tukey بررسي گرديد. نتايج به صورت Mean ± S.E.M ارائه شده است. ملاك استنتاج آماری    (05/0 > p ) می باشد.


[bookmark: _Toc9612553]3-13 روش گردآوری اطلاعات 
نتایج مربوط به مطالعه تغییرات بافتی کبد و پارامترهای مورد بررسی بین گروه های کنترل و تجربی جمع آوری گردید. اطلاعات مربوط به سابقه پژوهش از مطالعات کامپیوتری و پژوهشهای رایانه ای و مطالعات کتابخانه ای بدست می آید و مطالعات تجربی بر روی گروه ها می باشد.
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