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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: The aim of this study was to assess the effect of Ca2+/calmodulin-dependent kinase IIα (CaMKIIα) 

inhibitor (KN-93) injection into the locus coeruleus (LC) on the modulation of withdrawal signs. We also sought to 

study the effect of chronic morphine administration on CaMKIIα activity in the rat LC.

Methods: The research was based on behavioral and molecular studies. In the behavioral study, we cannulated the 

LC with stereotaxic surgery and after 7 days of recovery, injections of KN-93, KN-92 (inactive analogue of KN-93) or 

DMSO (vehicle) was performed. Morphine and saline were injected in control groups. In the molecular study, we 

assessed the amount of phosphorylated CaMKIIα (pCaMKIIα) protein expression in LC nucleus using western blot 

technique.

Results: Behavioral study; There was a significant difference in withdrawal signs between KN-93 and morphine 

dependent groups (P<0.05). No significant difference was observed between KN-92 and morphine dependent groups 

and also between DMSO and morphine dependent groups. Molecular study; Morphine and control groups and also 

morphine and naloxone groups showed significant differences in the level of pCaMKIIα (P<0.05). There was no 

significant difference between control and naloxone groups.

Conclusion: Chronic morphine administration can increase the amount of CaMKIIα activity in LC nucleus and 

inhibition of this enzyme can decrease some withdrawal signs in dependent rats.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

       αПکالمودولین کیناز - تاثیر کاربرد مزمن مرفین بر فعالیت آنزیم کلسیم

      در هسته لوکوس سرولئوس موش صحرائی و اثر احتمالی این آنزیم در

  ی به مرفینوابستگ

  *محمد جوان، یعقوب فتح الهی، سعید سمنانیان ،مژده نوید حمیدي

  دانشگاه تربیت مدرس، دانشکده علوم پزشکی، گروه فیزیولوژي، تهران

  89اردیبهشت  15: پذیرش    88 ذرآ 10: دریافت
  رانهمکاو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

   چکیده

تزریق مـزمن   تاثیر  بر میزان بروز علایم سندرم محرومیت در موش هاي صحرایی وابسته به مرفین و CaMKIIαهدف ازاین مطالعه بررسی تاثیر مهار کننده آنزیم  :مقدمه

  .در هسته لوکوس سرولئوس موش صحرایی بود CaMKIIαمرفین بر فعالیت آنزیم 

در مطالعـه رفتـاري  پـس از کـانول گـذاري در      . انجام شـد ) گرم250-300(ش رفتاري و ملکولی با استفاده از موش هاي صحرایی نژاد ویستار این مطالعه در دو بخ :ها روش

فـت  گروه هاي کنتـرل نیـز شـامل گـروه دریا    . تزریق شد LCدرون هسته ) KN-93آنالوگ غیر فعال CaMKIIα( ،KN-92 )مهار کننده آنزیم (KN-93داروهاي LCهسته 

در سـه گـروه کنتـرل،     LCدر هسـته   pCaMKIIα در مطالعه ملکولی با استفاده از تکنیک وسترن بلات، میزان پـروتئین . کننده مرفین و گروه دریافت کننده نرمال سالین بودند

  .وابسته به مرفین و دریافت کننده نالوکسان مورد بررسی قرار گرفت

writhingنسـبت بـه گـروه وابسـته بـه مـرفین در چهارعلامـت        KN-93آن است که در مطالعه رفتاري، گروه دریافـت کننـده    یافته هاي به دست آمده حاکی از :ها یافته

freezing jumping, و  head shakeدر مطالعه ملکولی تفاوت معنی داري در میزان فعالیت پروتئین . کاهش معنی داري را نشان دادpCaMKIIα   در گروه وابسته به مـرفین

  .به گروه کنترل و نیز بین گروه مرفین با گروه نالوکسان مشاهده شد نسبت

سـندرم    این آنزیم در کاهش برخی از علایم شده و مهار  LCدر هسته  pCaMKIIαبنابراین می توان نتیجه گرفت تزریق مزمن مرفین سبب افزایش فعالیت آنزیم  :گیري نتیجه

  .با مهار این آنزیم می توان تا حدودي از ایجاد وابستگی به مرفین در افراد مصرف کننده آن جلوگیري نمود به نظر می رسد. محرومیت از مرفین نقش دارد

  

  ، لوکوس سرولئوس، موش صحرایی)αII کالمودولین کیناز - کلسیمα) CaMKIIوابستگی، آنزیم  :هاي کلیدي واژه
  

  

  *مقدمه

روهاي اختلال در اعمال سلسله اعصاب مرکزي که به وسیله دا
  

  

    ssemnan@modares.ac.ir               :  نویسندة مسئول مکاتبات *

www.phypha.ir/ppj                                 :          وبگاه مجله

فر آیند هاي هومئوسـتاتیکی را ایجـاد   اپیوئیدي ایجاد می شود،

با . می کند که منجر به گسترش وابستگی به اپیوئیدها می شود

مصرف مداوم داروهاي اپیوئیدي، مکانیسم هاي سازشی شـروع  

می شوند که منجر به تغییرات کوتاه مدت و دراز مدت در عمل 

با . که هاي عصبی می شوندنورون هاي حساس به اپیوئید و شب

. قطع دریافت دارو یک سري از نشانه هاي قطع آشکار می شود

  ١٣۴٧تأسیس  
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احتمال میرود که مکانیسم هاي در گیر در فرآیندهاي سازشـی  

 LTPدر نورون ها و سیناپس ها همان مکانیسم هاي دخیل در 

باشند که تصـور مـی شـود اسـاس حافظـه سـلولی را        LTDو 

از آنـزیم هـاي دخیـل در ایجـاد     یکی  .]30[تشکیل می دهند 

LTP    کـالمودولین   –و شکل پذیري سیناپسی، آنـزیم کلسـیم

است کـه نقـش مهمـی در حسـاس و      IIα )(CaMKIIαکیناز 

یـک   CaMKIIα. ]12[غیرحساس شدن گیرنده اپیوئیدي دارد 

ترئـونین  -پروتیین کیناز از گـروه پـروتیین کینـاز هـاي سـرین     

 CaMدو نـوع اصـلی    . کـالمودولین اسـت  -وابسته به کلسـیم 

Kinase یک نوع آن. وجود داردSpecialized CaM Kinase 

 Multifunctional CaM Kinaseو دیگري  MLCKنظیر  

نامیـده مـی شـوند و     II CaM Kinaseاست کـه در مجمـوع   

ــیم     ــیمیایی، تنظ ــاي ش ــطه ه ــح واس ــدهایی نظیرترش درفرآین

حـدود  . دفاکتورهاي ترجمه اي و متابولیسم گلیکوژن نقش دارن

از . هسـتند   CaM  Kinase IIدر صد پروتیین ها در مغز 2-1

CaM  Kinaseاعمال  II       می تـوان بـه تکامـل سـلول هـاي

مغزي، یاد گیري و حافظه و تغییرات در اعمال سیناپسی اشـاره  

در ایجاد تحمل و وابستگی به  CaMKIIαکرد ولی هنوز نقش 

  .]10[مرفین به طورکامل شناخته نشده است 

هسته لوکوس سرولئوس نزدیک سـطح شـکمی طرفـی بطـن     

نورون  1500چهارم در حد پل مغزي قرار گرفته و حاوي حدود 

تراکم گیرنده هاي اپیوئیـدي در  . ]31[در موش صحرایی است 

لوکوس سرولئوس مغز بسیار زیاد اسـت و بـه ایـن علـت ونیـز      

مکـان مناسـبی بـراي مطالعـه      LCحضورآندورفین ها، هسـته  

ی و تحمل ایجاد شده در اثر کـاربرد مـزمن مـرفین بـه     وابستگ

 LCتزریـق آنتاگونیسـت هـاي اپیوئیـدي در     .]5[شمارمی رود 

موش هاي صحرائی وابسـته بـه مـرفین، سـبب تولیـد سـندرم       

می شود که پیشنهاد می کند ایـن هسـته در ایجـاد     محرومیت

ــت دارد    ــدها دخال ــه اپیوئی ــتگی ب ــوس . ]18،19[وابس در لوک

عمل کـرده و بـه    µاپیوئیدها از طریق گیرنده هاي  سرولئوس،

طور حاد به وسیله باز کردن کانال هاي پتاسیمی، سـلول هـا را   

کاهش سریع پاسخ به مرفین زمانی رخ . هایپر پلاریزه می کنند

می دهد که گیرنده ها در معرض دارو قرار می گیرنـد و هـایپر   

 ر حساس شـدن غیاین . پلاریزاسیون ایجاد شده را کم می کنند

گیرنده ها نشانگر اولین مرحله جبران درسلول هایی اسـت کـه   

هـاي  سـلول . ]9[تلاش دارند به حالت تعادل خویش باز گردند 

و  µهاي اپیوئید ي به ویژه دانسیته بالایی از گیرنده LCهسته 

ĸ  ها در موشکاربرد موضعی یا سیستمیک اپیوئید. ]27[دارند-

 LCهـاي  هاي صحرایی سبب مهار ثبت تـک واحـدي نـورون   

ها سبب ها تزریق موضعی اپیوئیدهمچنین در گربه. ]3[شود می

هاي در موش. ]17،11[شود می LCهاي کاهش فعالیت نورون

ــه ــا   صــحرایی وابســته ب ــایی ب ــت الق ــا محرومی ــا ب ــد ه اپیوئی

ــورونی    ــلیک نـ ــارزي در شـ ــزایش بـ ــت، افـ  LCآنتاگونیسـ

]3،4،18Turn over در نــواحی نــوراپینفرین و رهــایش آن  ]

این فرضیه مطرح است که افزایش . ]6،21[شود هدف دیده می

نقش مهمی در علائـم محرومیـت ایفـا     LCهاي فعالیت نورون

شـلیک نـورونی آن بـا     کننـد، زیـرا از نظـر زمـانی افـزایش     می

هـم چنــین تزریــق  . ]18[ رفتارهـاي محرومیــت مطابقــت دارد 

 2αآگونیســت گیرنــده  (سیســتمیک و موضــعی کلونیــدین   

 ]LC4 [سبب سرکوب شلیک افزایش یافته  LCبه ) آدرنرژیک

نـوراپینفرین و رهـایش آن در    Turn overو سرکوب افـزایش  

 ـ  ]6،21[نواحی هدف  اري ناشـی از  و نیز بسیاري از علائـم رفت

علائم فیزیکـی   LCتخریب . ]23[ شودمحرومیت اپیوئیدي می

تـرین  و حسـاس  ]14[دهـد  محرومیت اپیوئیدي را کاهش مـی 

محل براي القـاي علائـم محرومیـت توسـط تزریـق موضـعی       

  .]15[باشد می LCآنتاگونیست اپیوئیدي، هسته 

  مواد و روشها

) گرمی 250-300(ار موش هاي صحرائی نر بالغ نژاد ویست

. تهیه شده از موسسه رازي کـرج مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد     

سـاعت روشـنایی بـا     12ساعت تاریکی و12حیوانات در شرایط 

دسترسی آزاد به آب و غذا نگهداري شدند و کار با حیوانـات بـر   

دانشـگاه تربیـت مـدرس انجـام      اساس مصوبه کمیتـه اخـلاق  

  . گرفت

و ) mg/kg100(اده از  کتـامین  موش هاي صحرائی با استف

تحت بیهوشی قـرار گرفتـه و درون    ]mg/kg)5 (]16زیلازین 

 کانول گذاري بـا کـانول  . دستگاه استریو تاکسی قرار داده شدند

درون هسته لوکوس سرولئوس با مختصات ذکر شـده   26نمره 

میلی  =L= 8/9-  AP= ،3 /7H ,3/1( در اطلس پاکسینوس

انجام شده و سه پیچ در اطراف هـر کـانول   ) متر از سطح برگما

در جمجمه براي ثابت نگه داشتن کانول قرار داده شده و توسط 
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یک هفتـه پـس از بهبـودي    . سیمان دندان پزشکی ثابت شدند

تزریق داروهاي مورد استفاده .  تزریق داخل هسته اي انجام شد

تزریـق درون  . دقیقه قبل از هربار تزریق مرفین انجام گرفت15

 30از طریق کانول توسط سوزن هاي تزریـق نمـره    LCهسته 

میلی متر بلند تر از کانول بـود و توسـط لولـه    2که اندازه آن ها 

میکرولیتري متصـل   1به سرنگ هامیلتون  20پلی اتیلن شماره 

پس از انجام آزمایش، کانول ها ي کاشته شده از . بود،انجام شد

قـرار گیـري آنهـا    لحاظ بافت شناسی بررسی شـدند و درسـتی   

داروهاي مورد اسـتفاده شـامل   . مورد تائید قرارگرفت LCدرون 

آنـالوگ   KN-92 ( و  CaMKIIα)مهارکننده( KN-93داروي 

KN-93) (   ــیگما ــلال آنهــا ) تهیــه شــده از شــرکت س  و ح

)DMSO1 /0% (  22[بودند[.  

روز  9حیوان هاي مورد مطالعه در آزمایش رفتاري به مدت 

میلـی   1تهیه شده درحجم( mg/kg/s.c.10د مرفین هیدروکلرای

ساعت پـس   2(دو بار در روز دریافت کردند و در روز دهم ) لیتر

تزریق شده وعلایـم   mg/kg/i.p.1، نالوکسان )از تزریق مرفین

دقیقه اي در حالی که  30سندرم محرومیت در یک دوره زمانی 

ــا   ــی گـــلاس بـ ــه شـــفاف پلکسـ ــوان در یـــک محفظـ حیـ

  .]7[نتی متر قرار گرفته بود، شمارش شد سا 30×30×30ابعاد

  :گروه هاي مورد مطالعه در آزمایش رفتاري

روز مـرفین هیدروکلرایـد    9گروه وابسته که بـه مـدت    -1

mg/kg/s.c.10 )   دو بـار در  ) میلـی لیتـر   1تهیـه شـده درحجـم

ــق  2(روزدریافــت نمــوده و در روز دهــم  ــس از تزری ســاعت پ

ــرفین ــم ســندرم  mg/kg/i.p 1.، نالوکســان )م ــق و علای تزری

  .محرومیت بررسی شد

روز  9گروه کنترل که با شرایط مشـابه گـروه وابسـته،     -2

در روز  mg/kg/i.p.1سالین دریافت کردند و سـپس نالوکسـان   

  .دهم تزریق شده و بروز علائم سندرم محرومیت بررسی شد

دقیقه قبل از تزریق سالین در گـروه  15روز،  9به مدت  -3

از طریـق  ) نـانو لیتـر  100نانومول و حجـم KN-93 )10کنترل، 

زیـر  (تزریق شده ودر روز دهـم سـالین    LCکانول درون هسته 

  .و نالوکسان به روش گروه وابسته تزریق شد) جلدي

 KN-93، دقیقه قبل از تزریق مرفین 15وز، ر 9به مدت -4

از طریق کـانول درون هسـته   ) نانو لیتر100نانومول و حجم10(

LC  و نالوکسـان  ) زیر جلدي(و در روز دهم مرفین تزریق شده

  .به روش گروه وابسته تزریق شد

ــه مــدت  -5 ــرفین ، 15روز،  9ب ــل از تزریــق م ــه قب          دقیق

) KN-9210 از طریـق کـانول   ) نـانو لیتـر   100نانومول وحجم

) زیر جلـدي ( تزریق شده و در روز دهم مرفین LCدرون هسته 

  .ته تزریق شدو نالوکسان به روش گروه وابس

ــدت  -6 ــه م ــرفین،  15روز،  9ب ــق م ــل از تزری ــه قب            دقیق

) DMSO1/0از طریـق کـانول   ) نـانو لیتـر   100درصد وحجم

و ) زیرجلدي(تزریق شده و در روز دهم مرفین  LCدرون هسته 

  .نالوکسان به روش گروه وابسته تزریق شد

    علایم مـورد بررسـی شـامل بـه هـم خـوردن دنـدان هـا        

)teeth chattering( ,به خود پیچیدن )writhing( , گشت زدن

ــیط ــدن, )exploration( در مح ــا , )jumping( پری روي دو پ

ــتادن ــان   , )rearing( ایس ــذا در ده ــود غ ــدون وج ــدن ب  جوی

)chewing( ,لرزش پنجه پا )paw tremor( ,لرزش سر )head 

shake( ,خاراندن بدن )scratching( ,  سـگ لـرزه )wet-dog 

shake( ,بی حرکتی )freezing (    دقیقـه   30بود کـه بـه مـدت

  .]33،11[پس از شروع علایم سندرم قطع بررسی شدند 

  :گروه هاي مورد مطالعه در آزمایش مولکولی

روز مـرفین هیدروکلرایـد    9گروه وابسته که به مـدت   -1 

mg/kg/s.c.10 )دو بـار در روز ) میلی لیتـر  1تهیه شده درحجم 

در روز دهم پس از تزریق آخـرین دوز مـرفین   دریافت نموده و 

  .تهیه شد LCبافت 

ــان  -2 ــده نالوکســ ــت کننــ ــروه دریافــ ــق ( گــ تزریــ

سـاعت پـس از آخـرین دوز تزریـق      mg/kg/i.p.1 )2نالوکسان

  ). شده مرفین

دریافـت نرمـال سـالین بـه روش گـروه      ( گروه کنتـرل  -3

  ).وابسته

 ،pH=8بـا   HCl  mM50 -تـریس (با بافر لیـز   LCبافت 

NaCl mM 150 ،Triton X-100 1/0 % ــدیم دي ، ســــــ

 1/0 (SDS)سـولفات   ، سدیم دي اکسـی % 25/0کولات  اکسی

% ،EDTA mM 1 در شرایط سرما%)  1، مهارکننده پروتئازها 

هموژن گردید و سـپس سـانتریفوژ    )درون جعبه پر شده از یخ (

) دقیقه 40به مدت C° 4  دور در دقیقه و درجه حرارت 13000(

آوري و غلظت پروتئین بـا   قسمت فوقانی نمونه جمع. جام شدان

هاي پروتئینـی در   نمونه. روش برادفورد مورد ارزیابی قرار گرفت

. حـل و الکتروفـورز گردیـد    SDS -%)8/3( آکریل آمید ژل پلی

) PVDF )Amersham Bioscienceســپس بــر روي کاغــذ 
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 EClماده بلوك کننـده کیـت   % 2در ) کاغذ(بلات . منتقل شد

advanced بـادي اولیـه    سـپس بـلات هـا بـا آنتـی     . بلوك شد

 12وبتا اکتـین بـه مـدت    فسفریله CaMKIIαمنوکلونال علیه

 60هـا بـراي    بعد از شستشوي کافی، بلات. ساعت انکوبه شدند

  HRPبـادي ثانویـه کونژوگـه بـا      دقیقه در دماي اتاق بـا آنتـی  

فیلم  وECl advancedسپس با استفاده از کیت . انکوبه شدند

رادیولوژي و استفاده از محلول ظهـور و ثبـوت بانـدهاي فـوق     

  .]28،29[ آشکار شدند

در آنالیز آماري یازده علامت سـندرم محرومیـت از مـرفین    

تعداد وقوع هر یک از ایـن علایـم در   . مورد بررسی قرار گرفت

دقیقه ثبت شد و محاسبه نهـایی بـر اسـاس روش زیـر      30طی

بار تکرار یک علامت، نمـره خاصـی    5هر  براي. صورت گرفت

،  بـه تکـرار   0به عدم وجود علامت شـماره  .  در نظر گرفته شد

 6-10، تکرار علامت بین اعـداد 1شماره 1 -5یک علامت بین 

داده شــد ... و 3شــماره 11-15، تکــرار علامــت بــین 2شــماره 

 و تسـت آمـاري   Prismنتایج با استفاده از نرم افزار .  ]19،18[

Mann Whitney    05/0مورد سـنجش قـرار گرفتـه وP<   بـه

در  .عنوان حداقل سـطح معنـی دار بـودن در نظـر گرفتـه شـد      

بـراي تعیـین    ANOVAمطالعه وسترن بلات از روش آمـاري  

اختلاف بین میانگین دانسیته باندهاي به دسـت آمـده در  سـه    

  . n)=4(گروه وسترن بلات استفاده شد 

 یافته ها

سـبب   αCaMKIIداد که مهار آنـزیم   مطالعه حاضر نشان

حیواناتی که مـرفین  . ایجاد کاهش وابستگی به مرفین می شود

روز دریافت کرده و سپس در روز دهـم   9دو بار در روز به مدت 

نالوکسان دریافت کردند علایم محرومیـت از مـرفین را نشـان    

داخل هسـته اي    KN -93در گروهی که ). 1،2،3شکل(دادند 

)nmol10 تزریـق شـده بـود ، کـاهش      ) نانو لیتـر  100جم و ح

ــت  ــار علامـــ writhing ،headچهـــ shake,jumping ,             

)   freezing5 0/0( P<   مشاهده شد)2،3شکل.(  

)  KN-93آنالوگ غیر فعـال  ( KN-92گروه دریافت کننده 

تزریـق  . در نظر گرفته شد KN-93به عنوان گروه کنترل براي 

 LCنانومول داخل هسـته   10با غلظت  KN-92نانو لیتر  100

نتوانست تاثیري در کاهش علایم سندرم محرومیت داشته باشد 

  ).1،2،3شکل(

ــروه حــلال  ــق )vehicle(در گ ــا %  DMSO 1/0،  تزری ب

نانولیتر نیـز نتوانسـت علایـم سـندرم محرومیـت از      100حجم 

  ). 1،2،3شکل(مرفین را تغییر دهد 

لین دریافت کرده بود هیچ یک در گروه کنترل که نرمال سا

داده هـا  (از علایم سندرم محرومیـت از مـرفین مشـاهده نشـد     

  ).نشان داده نشده است
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و  KN-92, KN-93,DMSOدر چهـار گـروه   )rearing و  shake exploration, teeth chattering, wet dog( مقایسه علایم سـندرم محرومیـت از مـرفین    -1شکل

روز تزریق و در روز  9دو بار در روز به مدت  mg/kg/s.c. 10مرفین . گروه فوق و مرفین وجود ندارد 3تفاوت معنی داري بین ).  =n 6( دقیقه  30وابسته به مرفین در مدت زمان 

-KN-93،KNدر گروه هاي دریافـت کننـده   . دقیقه بررسی شد 30تزریق شده و علایم سندرم محرومیت در طی  mg/kg/i.p. 1ن ساعت پس از تزریق مرفین، نالوکسا 2دهم 

تزریق شدند و سپس مرفین به روش گـروه وابسـته تزریـق و در روز دهـم علایـم       LCدقیقه قبل از تزریق مرفین داروهاي فوق از طریق کانول درون هسته  DMSO 15و  92

.محرومیت بررسی شد سندرم



و همکاران نوید حمیدي  کالمودولین کیناز -تاثیر مرفین مزمن بر فعالیت آنزیم کلسیم

110110

نقـش   αCaMKIIبررسی این نتایج نشان می دهد که آنـزیم   

- مهمی در ایجاد وابستگی به مرفین دارد و تزریق داخل هسته

ــی (  KN-93اي  ــده اختصاص ــار کنن ــبب ) αCaMKII مه س

ابستگی به مرفین در برخی از علایم سندرم محرومیت کاهش و

  . می شود

علایـم  تـاثیري در کـاهش    KN-92با توجه به این نکتـه کـه   

0

1

2

3

4

Scratching Head  Shake Paw Tremor Writhing

w
it

h
d

ra
w

al
 s

co
re

s

Morphine

KN-93

KN-92

DMSO

٭

٭

,scratching, head shake(مقایسه علایم سندرم محرومیت از مرفین  - 2شکل paw tremor, writhing (   در چهـار گـروهKN-92, KN-93,DMSO   و وابسـته بـه

مـرفین  . و مـرفین وجـود دارد   KN-93بـین گـروه هـاي     head shakeو writhingدر دوعلامـت ) P>0/ 05( تفاوت معنی داري).  =n 6( دقیقه   30مرفین در مدت زمان 

mg/kg/s.c. 10  ساعت پس از تزریق مرفین، نالوکسان  2و در روز دهم روز تزریق  9دو بار در روز به مدتmg/kg/i.p. 1    30تزریق شده و علایم سندرم محرومیـت در طـی 

تزریـق شـدند و    LCدقیقه قبل از تزریق مرفین داروهاي فوق از طریق کـانول درون هسـته    DMSO 15و  KN-93،KN-92در گروه هاي دریافت کننده . دقیقه بررسی شد

.روش گروه وابسته تزریق و در روز دهم علایم سندرم محرومیت بررسی شدسپس مرفین به 
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  30و وابسته به مرفین در مدت زمان KN-92, DMSO ,  KN-93در چهار گروه ) chewing, freezing, jumping(مقایسه علایم سندرم محرومیت از مرفین  - 3شکل

دو بـار در روز بـه    mg/kg/s.c. 10مرفین . و مرفین وجود دارد KN-93بین گروه هاي  freezingوjumpingمت در دوعلا) P>0/ 05( تفاوت معنی داري).  =n 6( دقیقه 

در گـروه هـاي   . دقیقه بررسـی شـد   30تزریق شده و علایم سندرم محرومیت در طی  mg/kg/i.p10ساعت پس از تزریق مرفین، نالوکسان  2روز تزریق و در روز دهم  9مدت 

تزریق شدند و سپس مرفین به روش گروه وابسـته   LCدقیقه قبل از تزریق مرفین داروهاي فوق از طریق کانول درون هسته  DMSO 15و  KN-93،KN-92ه دریافت کنند

.تزریق و در روز دهم علایم سندرم محرومیت بررسی شد

*

*

*

*
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تنهـا بـه    KN-93سندرم قطع ندارد بنابراین نحوه تاثیر داروي 

توسط این دارو بسـتگی    αCaMKII عمل مهارکنندگی آنزیم

-KNثیر داروي علایم سندرم قطع ندارد بنابراین نحوه تـا . دارد

توسـط ایـن     αCaMKII تنها به عمل مهارکنندگی آنزیم 93

   .دارو بستگی دارد

نتایج حاصل از آنالیز وسـترن بـلات نشـان داد کـه میـزان      

بعد از تزریق مزمن مرفین به شـکل   αCaMKIIفعالیت آنزیم 

. نسبت به گروه کنترل افزایش می یابـد ) >05/0P( معنی داري

نشــان داد کــه میــزان فعالیــت آنــزیم ایــن نتــایج هــم چنــین 

αCaMKII  پس از تزریق نالوکسان و بروز علایم سندرم قطع

. نسبت به گروه مرفین به شکل معنـی داري کـاهش مـی یابـد    

تفاوت معنی داري در میزان فعالیت این آنزیم بین گروه کنتـرل  

          ). 4شکل (و گروه نالوکسان وجود نداشت 

  بحث 

ین سبب ایجاد وابستگی و اعتیاد می شود کاربرد مکرر مرف

ولی مکانیسم هاي مربوط به آن به طور کامل شناخته نشده 

 αCaMKIIمطالعه حاضر نشان می دهد که مهار آنزیم . است

قادر است بعضی از علایم سندرم محرومیت از مرفین را کاهش 

این امر نشان دهنده آن است که افزایش فعالیت آنزیم . دهد

αCaMKII  در هستهLC  در ایجاد وابستگی به مرفین دخالت

 PKCوαCaMKIIمطالعات زیادي پیشنهاد کرده اند که . دارد

. ]24[ براي تولید و بقاي وابستگی و تحمل ضروري هستند

مطالعات نشان داده اند که  کاربرد حاد و مزمن مرفین بیان و 

. ]13[هیپوکامپ را تعدیل می کنند  در αCaMKII فعالیت

در هیپو کامپ به طور  αCaMKIIار کننده هاي فعالیت مه

قوي گسترش تحمل و وابستگی فیزیکی در پاسخ به کاربرد 

را نیز  αCaMKII  ،CREB. مزمن مرفین را کاهش می دهند

و  ]2[است  MAPKفسفریله می کند و واسطه فعال شدن 

MAPK  در مکانیسمهاي تحمل و وابستگی به خوبی توصیف

راین چندین خط شاهد از فرضیه نقش بناب. شده است

در گسترش تحمل و  αCaMKIIفسفریلاسیون با واسطه 

پیشتر نشان داده شده که . وابستگی به مرفین حمایت میکنند

در دیگر نواحی مغزي نظیر  αCaMKIIکاربرد مهار کننده 

هیپوکامپ قادر است علایم سندرم محرومیت از مرفین را 

به علت  LCرسد که  هسته به نظر می . ]18[کاهش دهد 

موقعیت خاص خود و ارتباطات و ورودي هاي وسیعی که از 

می تواند نقش برجسته اي در  ]20[ دیگر نواحی مغزي دارد

به عنوان مثال تخریب . ایجاد وابستگی به مرفین داشته باشد

که یک منبع اصلی ) النخاعشکمی جانبی بصل( PGiهسته 

است سبب کاهش  LCبه آوران هاي آمینواسید تحریکی 

-می LCهاي فعالیت افزایش یافته ناشی از محرومیت نورون

مچنین در طی محرومیت القایی با نالوکسان ه. ]20[شود 

و ]34،2[یابد افزایش می LCمیزان گلوتامات خارج سلولی در 

 دقیقه پایدار است 30این افزایش رهایش گلوتامات براي حدود 

ي بطور بارز AMPAتیمار با آنتاگونیست انتخابی پیش. ]25[

تزریق نالوکسان، . ]29[ دهداین افزایش فعالیت را کاهش می

یا درون هسته  icvبه صورت  NMDAگلوتامات یا آگونیست 

LC هاي وابسته به مرفین سبب ایجاد علائم فیزیکی در موش

 MK-801تیمار با شوند؛ این علائم توسط پیشمحرومیت می

-بطور کامل بلوك می) NMDAناپذیر آنتاگونیست برگشت(

از ایجاد تحمل و  NMDAهاي گیرنده آنتاگونیست. ]25[ شوند

-وابستگی به اپیوئید ها و همچنین از ایجاد تحمل به عمل ضد

دهنده لذا مطالعات نشان. ]26[کنند دردي مرفین جلوگیري می
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به کمک دانسیتومتري باند هاي حاصل از pCaMKIIαمقایسه میزان  -٤شکل

  ).=β-Actin)4n  ن بلات و نرمالایز کردن آن با وستر

٭  = P<0.05 (Control and Morphine)
□ =P<0.05 (Morphine and Naloxone)
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در این وضعیت  ]AMPA34 [و  NMDAهاي نقش گیرنده

  .باشندبه عنوان عوامل خارجی می

در اثـر   αCaMKIIاز سوي دیگر، افـزایش سـطح آنـزیم     

در اثر تزریق نالوکسـان  کاربرد مزمن مرفین و کاهش شدید آن 

، نشان دهنـده نقـش برتـر ایـن آنـزیم در ایجـاد       LCدر هسته 

وابستگی به مرفین در این هسته می باشـد و نتـایج بـه دسـت     

 آمده از این تحقیق در تعامـل مثبـت بـا مطالعـات قبـل نقـش      

αCaMKII هر چند اثر . در ایجاد وابستگی را مجددا اثبات کرد

محدود به برخی  LCدر هسته  αCaMKIIمهار کنندگی آنزیم 

علایم خاص بـود امـا ممکـن اسـت همـین آنـزیم و تغییـرات        

عملکردي آن در سایر هسته هاي مغـزي در تکـوین تحمـل و    

احتمال می رود که بقیـه علائـم ایجـاد     وابستگی نقش داشته و

شده در سندرم محرومیت از مرفین با دخالت سایر هسـته هـا و   

کن است مراحل قبل از  فعال شـدن  مم. مراکز مغزي بوده باشد

 Gنظیر در گیر شدن مرفین با گیرنده هاي   CaMKIIαآنزیم 

نیز در ایجـاد   ]35،34،18[ پروتئینی و عملکرد این گیرنده ها –

بنـابراین  . بعضی از علایم سندرم محرومیت دخالت داشته باشند

براي از بین بردن کامل وابستگی به مرفین که در موارد استفاده 

بالینی به فراوانی مشاهده می شود، استفاده همزمان از چنـدین  

 -و همچنین مهـار کننـده   αCaMKIIمسیر مهار کننده آنزیم 

 هاي مسیر هاي دیگر دخیل در ایجـاد وابسـتگی نظیـر مسـیر    

CREB ]9[ و] NMDA26[  نیز  ممکن است ضرورت داشته

   .باشند

  سپاسگزاري

بیت مـدرس و صـندوق حمایـت از    نویسندگان این مقاله از دانشگاه تر

پژوهشگران که حمایت مالی این طرح را به عهده داشـتند سـپاس گـزاري    

  .می نمایند
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