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

Abstract

Introduction: In order to study the alterations of beta 1 and 2 integrins mRNA level in rat lumbar spinal cord 

following the induction of chronic pain and its effect on the development of tolerance to morphine analgesia, we 

examined the level of expression of these genes in the presence of chronic pain, which is an inhibitor of morphine 

tolerance. We used induction of chronic pain alone and in combination with morphine administration.

Methods: In order to induce tolerance to analgesic effect of morphine, morphine (15 µg/rat) was intrathecally (i.t.) 

injected to male adult Wistar rats twice a day for 4 days. Chronic pain was induced using formalin %5, 15 minutes 

before morphine injections during days 1-4. The analgesic effect of morphine was measured using tail flick test. 

Lumbar spinal tissues were assayed for the expression of beta-1 and 2 integrins using ‘‘semi-quantitative RT-PCR’’ and 

were normalized to beta-actin.

Results: Chronic administration of morphine for 4 days developed tolerance to morphine analgesia. Concomitant 

induction of pain with morphine administration inhibited the development of tolerance to the analgesic. Induction of 

chronic pain, 15 minutes before morphine injections resulted in significant increases in beta-1 and 2 integrins mRNA 

levels. Furthermore, chronic pain alone also resulted in increased beta-1 and 2 integrins mRNA.

Conclusion: Our results showed that, the induction of chronic pain prior to morphine administration, which is able 

to prevent morphine tolerance, increases the expression of integrins. Chronic morphine administration resulted in 

increases of beta 1 and 2 integrins mRNA level in lumbar spinal cord. It may be suggested that increases of beta-1 and 2

integrins mRNA is the result of the negative feedback of integrin inhibition by chronic morphine administration. 

Chronic pain is an enhancer of beta-1 and 2 integrins and its simultaneous presence with morphine administration 

results in increased beta-1 and 2 integrins and as a result prevents the development of morphine tolerance.
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             در بخش خلفی نخاع کمري  2و بتا  1تغییر در بیان ژن اینتگرینهاي بتا 

                          موش صحرایی اثر مهاري درد مزمن بر تکوین تحمل به اثر ضددردي 

  مرفین را تایید می کند

  1 ، امیر ضارب کهن2، وحید شیبانی*1، محمد جوان1 جمال قربی

دانشگاه تربیت مدرس، تهران ،دانشکده علوم پزشکی ،گروه فیزیولوژي .1

   مرکز تحقیقات علوم اعصاب، کرمان ،دانشگاه علوم پزشکی کرمان .2

  89 ادخرد 3: پذیرش    88 اسفند 19: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

در قطعه پشتی نخاع کمري موش صحرایی به دنبال القاي درد مزمن و بررسی اثـر آن روي   2و بتا  1هاي بتا اینتگرین mRNAبراي مطالعه تغییرات احتمالی میزان  :مقدمه

  .سنجیده شد) درد مزمن(تحمل به اثر ضددردي مرفین، میزان بیان این دو ژن در حضور مهارکننده تحمل به مرفین تکوین 

 گروهـی از حیوانـات  . تزریـق شـد   بالغ روز به شیوه داخل نخاعی به موشهاي صحرایی نر چهارمدت میکروگرم دو بار در روز به 15دوز  با براي القاي تحمل، مرفین :ها روش

در بخـش   2-و بتـا  1-تغییرات بیان ژنهـاي اینتگـرین بتـا   . سنجیده شد Tail-Flickاثر ضددردي مرفین توسط آزمون  .دریافت کردند القاي درد مزمن،دقیقه بعد از  15ن را مرفی

  .بررسی شدنیمه کمی RT-PCRخلفی نخاع کمري توسط 

تحمـل بـه اثـر    توام درد مـزمن و مـرفین مـانع از    کاربرد ). تحمل( دردي کمی ایجاد کردبی کرده بود،فت دریا به مدت چهار روز مرفین در گروهی که تزریق مرفین :ها یافته

  .در بخش خلفی نخاع کمري شد 2و اینتگرین بتا  1اینتگرین بتا  mRNAالقاي درد مزمن به تنهایی و به همراه مرفین مکرر موجب افزایش . شدضددردي مرفین 

مهـار    مرفین مکرر موجـب . باشد، به نظر می رسد از طریق اینتگرینها اعمال شودرد مزمن که قادر به مهار روند ایجاد تحمل به اثر ضددردي مرفین میبخشی از اثر د :گیري نتیجه

شـود و از تکـوین تحمـل بـه اثـر      نهاي مـذکور مـی  است در تجویز توام با مرفین موجب افزایش بیان اینتگری 2و بتا  1اینتگرینهاي بتا   mRNAدهنده میزاناینتگرینها و درد که افزایش

  .کندضددردي مرفین جلوگیري می

  

  بیان ژن، موش صحرایی، درد مزمن اینتگرین، مرفین،به تحمل  :هاي کلیدي واژه
  

  

  *مقدمه

. اسـت  درد بعنوان یک مساله در طب از دیرباز مطرح بـوده 
  

  

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

  www.phypha.ir/ppj                                :          وبگاه مجله  

 ـدردي اسـتفاده شـده  اپیوئیدها از دیرباز براي ایجاد بـی  امـا   ،دان

ثـرات جـانبی از جملـه تحمـل     داراي ا طولانی مدت آنها تجویز

انـد هنگامیکـه اپیوئیـدها    مطالعات بالینی نشان داده. ]12[ است

گیرند تحمل به عنوان اثر براي کنترل درد مورد استفاده قرار می

  . ]35, 19[ کندجانبی مصرف اپیوئیدها دیرتر بروز می

بعد از رشد و نمو اولیه، اتصالات سیناپسی از نظر عملکردي 

  ١٣۴٧ تأسیس 
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 ةه دهنـد زماننـد کـه اجـا   در سراسر زندگی، دینامیک باقی مـی 

یري حافظـه و تـرمیم   گتشکیل ارتباطات جدید متناسب با شکل

حضور مولکولهاي چسـباننده  . ]18[ باشدصدمۀ مغز یا نخاع می

 تـا  دهـد این امکان را می ،آن هدر شکاف سیناپسی یا نزدیک ب

شـکل  ( سیناپسـی  پلاستیسـیتی و حفـظ   ایجاددر  این مولکولها

  .]29[شته باشند نقش دا) سیناپسیپذیري 

تصـال سـلولی بـراي وسـاطت     هاي ایک خانواده از رسپتور

 هستند )Integrins( هاتغییرات در ارتباطات سیناپسی، اینتگرین

اصطلاح اینتگرین براي اولین بار در مقاله مروري در سـال  . ]7[

اي از گیرنده هاي هترومریک سـطح  بکار رفت تا خانواده 1987

ســلولی را از نظــر ســاختمانی و عملکــردي توصــیف کنــد کــه 

کلت سلولی داخـل سـلولی متصـل    ماتریکس خارج سلولی با اس

. ]5[کنــد تــا اتصــال و مهــاجرت ســلولی را وســاطت کنــد مـی 

 (Central Nervous System)اینتگرینها نقشهاي کلیدیی در 

CNS انتقـال سیناپسـی و   تولید سـیناپس ، از جمله شرکت در ،

اینتگرینهـا بـویژه در   . ]36[کننـد  بازي می گیري حافظهشکل

انـد، جاییکـه آنهـا در گسـترش     نـواحی سیناپسـی غنـی شـده    

ــد اســکلت ســلولی  کــه در فعالیــت ( سیناپســی، حفــظ و تجدی

  . ]36[ نقش دارند) کنندسیناپسی شرکت می

تشـکیل  ) بتـا  یـک  آلفا و یک( ین از دو زیر واحدهر اینتگر

 انـد ت غیرکووالانتی بـه هـم متصـل شـده    رشده است، که بصو

تـا   و ،وجـود دارد  βزیرواحـد   8 و αزیرواحـد   19حداقل . ]10[

 شـده اسـت  گـزارش  مختلف  αβ هترو دایمر 25بیش از  کنون

در . اینتگرینها بـه عنـوان متالوپروتئینهـا مطـرح هسـتند     . ]32[

جایگاه اتصال بـه کـاتیون    3-5اینتگرینها هر هترودایمر داراي 

دوظرفیتی است و اتصال کاتیونهـا اثـرات قـویی روي عملکـرد     

اینتگرین وابسته بـه  -تمام اتصالات لیگاند. ]27[. اینتگرین دارد

منگنز با ناحیه خارج سلولی . ]22[. دکاتیونهاي دوظرفیتی هستن

, 21, 1[شود اینتگرینها متصل شده و موجب فعال شدن آن می

31 ,37[ .  

پروتئین از جمله پروتئینهاي متصـل شـونده بـه     21حداقل 

-هـاي نسـخه  اکتین، آنزیمها، پروتئینهاي آداپتور و فعال کننـده 

-اند که به دم اینتگرینهاي بتا متصـل مـی  برداري، شناخته شده

/ کینـاز   PI3سیگنالینگ اینتگرین از طریق مسـیر  . ]23[. شوند

Aktقاي شده بوسیلۀ گلوتامـات  ت نرونی را به آپوپتوز الم، مقاو

هـا و  اخیراًَ ارتباطاتی میـان اینتگـرین   .]13,  6[ دهدافزایش می

) GPCR(پــروتئین -Gمتصــل بــه  هايپیــام رســانی گیرنــده

با اتصال لیگاند بـه اینتگـرین، دم   . ]30, 28[ شده استگزارش 

پروتئین ها -Gاز جمله مسیرهاي پیام رسانی  ،سیتوپلاسمی آن

کند که عملکردهـاي متنـوعی از   و تیروزین کینازها را فعال می

را بـه همـراه   یا تنظیم بیـان ژن   و جمله انقباض اسکلت سلولی

  .]10[دارد 

دهـد فعـال شـدن اینتگـرین اثـر      مطالعه قبلـی نشـان مـی   

 ]14[مهارکننده بر تکوین تحمل به اثر ضـددردي مـرفین دارد   

بـا   2و بتـا   1بتـا   اینتگرینهـا  mRNAهمچنین، گزارش شـده  

افـزایش ناشـی از   و ایـن   یابـد افزایش میمصرف مکرر مرفین 

. ]15[فیدبک ناشی از مهار اینتگرین توسط مرفین مکرر اسـت  

در ایـن  مهار روند ایجاد تحمـل توسـط درد مـزمن،     با توجه به

تغییرات در بیان ژنهاي اینتگرینهاي بتـا  مطالعه سعی شده است 

در بخش خلفی نخاع کمري موش صـحرایی بـدنبال    2و بتا  1

القاي درد مزمن بـه تنهـایی و درد همـراه بـا مصـرف مـرفین       

  . بررسی شود

مواد و روشها

بـا   Wistarی نـر نـژاد   موشهاي صـحرای در این مطالعه از 

گرم که تصادفی در گروههاي حداقل  180-220محدوده وزنی 

حیوانات محدودیتی از نظـر  . شدتایی قرار گرفتند، استفاده شش

دسترسی به آب و غذا نداشتند و در شرایط کنترل شده نـوري و  

سـاعت   12ساعت روشـنایی و   12(گرمایی نگهداري می شدند 

بـراي همـه   ). صـبح بـود   7سـاعت   روشـنایی از شروع تاریکی، 

بـا دارو  ) صـبح و عصـر  (آزمایشها، موشهاي صحرایی دو نوبت 

براي تزریقات داخل نخاعی، حیوانات بعد . تیمار و آزمایش شدند

از کانول گذاري، جداگانه نگهداري شدند و بـه آنهـا اجـازه داده    

بـراي  . ساعت قبل از تیمار با دارو بهبود یابند 48شد تا به مدت 

آمـوز  رهیز از القاي استرس، حیوانات قبـل از آزمـایش دسـت   پ

 .مـورد آزمـایش قـرار گرفـت     هر حیوان تنها یـک بـار   و شدند

پروتکل هاي بین المللی بـراي کـار بـا حیوانـات آزمایشـگاهی      

رعایت شد تا درد و آزار حیوانات به حداقل برسد که این مطالعه 

درس تاییـد  توسط کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه تربیـت م ـ 

  .شد

حـل  /.%) 9(در سـالین  ) ایران ،شرکت تماد(فات لمرفین سو
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/ میکرولیتـر   10در حجـم  ) .i.t(شده و بصورت داخـل نخـاعی   

% 5فرمـالین  . تزریق شـد ) موش/ میکروگرم  15با دوز ( موش 

بصــورت )آلمــان Merk) (مــوش/ میکرولیتــر  50بــا حجــم (

   .شدتزریق  هازیرجلدي به پنجه

دو روز قبـل از آزمایشـهاي   ) .i.t(یق داخل نخاعی تزربراي 

میلـی   100(رفتاري، حیوانات با تزریق داخـل صـفاقی کتـامین    

کیلـوگرم  / میلی گرم  20(و زایلازین ) کیلوگرم وزن بدن/ گرم 

ــدن ــدند) وزن ب ــوش ش ــتگاه  . بیه ــوان در دس ــر حی ــپس س س

یک بـرش کوچـک   . استریوتاکس جهت انجام جراحی ثابت شد

سانتیمتر از بـین گوشـها بـه طـرف پـایین ایجـاد و        2به طول 

عضلات گردنی کنار زده شد و بـه آرامـی از روي تیغـه اکسـی     

 اکسـی  -سـپس وسـط غشـاء اطلـس    . پیتال جمجمه آزاد شدند

 -منجر به خروج مایع مغـزي  تاپیتال سوراخ کوچکی ایجاد شد 

که نشانه اي از دسترسی به فضاي زیر عنکبوتیـه   گرددنخاعی 

 8متـر آمـاده و   سـانتی  11به طول  10ک لوله پلی اتیلن ی. بود

متر آن به آرامی در فضاي زیر عنکبوتیه به طرف قطعـه   سانتی

لوله پلی اتیلن قبل از اسـتفاده، بـه   . شدکمري نخاع پیش برده 

. استریل و کاملاً با سالین استریل شسته شـد % 70وسیله اتانول 

 ـ  ی داري را در زمـان  موشهاي صحرایی داراي کانول تغییـر معن

و زمـان  قبل و بعد از جراحی نشـان ندادنـد    Tail Flickتاخیر 

تاخیر قبل از دارو بـراي آنهـا ماننـد حیوانـات بـدون کـانول در       

سانتی متر از لوله خارج از نخاع قرار  3. ثانیه بود 4تا  3محدوده 

 در هیچ یک از حیوانـات . گرفت و براي تزریق دارو استفاده شد

دارو یا سـالین بـه    .دیده نشدگذاري نقص حرکتی انولبعد از ک

  . موش تزریق شد/ میکرولیتر  10 صورت داخل نخاعی در حجم

ساعت پس از آخرین تزریق بـراي القـاي تحمـل     16تا  14

/ میکروگـرم   15(حیوانات یـک دوز دیگـر مـرفین    ) پنجمروز (

دریافت کردند و اثر ضددردي آن بـا اسـتفاده از آزمـون    ) موش

Tail Flick ]9[دردي قبـل از  سنجش میزان بـی . ارزیابی شد

/.% 9دقیقه بعد از تزریق مـرفین یـا سـالین    15تزریق مرفین و 

ي زمـان تـاخیر بـرا    ،در هـر مـورد  . انجام گرفـت ) گروه کنترل(

گیري شـد و  اي اندازهکشیدن دم، سه بار با فواصل یک دقیقه

و یا   (BL: Base Line)عنوان زمان تاخیر قبلمیانگین آن به

. از مصرف دارو محاسبه شد (TL: Tail-flick Latency)بعد 

 3شدت نور دستگاه طوري تنظیم شد که زمان تاخیر پایه بـین  

ه بافت، تابش نور پس از براي جلوگیري از صدم. ثانیه باشد 4تا 

تغییـرات  بـراي مقایسـه    .)cut-off time(شـد  ثانیه قطع می 8

 بـا کمـک   گروههاي مختلفدر  Tail-flickتاخیر آزمون زمان 

دردي دردي از حـد اکثـر بـی   درصد بـی  ، در هر موردفرمول زیر

 محاسبه)  MPE: Maximum Possible Effect %( ممکن 

  .]16[ شد

% MPE= [(TL-BL) / (Cut-off time-BL)] ×100

 15 بـا دوز  نخـاعی صورت داخـل  از تزریق مکرر مرفین به

دو بـار در  )مـوش / میکرولیتر  10 در حجم(موش / میکروگرم 

روز بـراي القـاي تحمـل بـه      چهـار مدت  به) عصر صبح و(روز 

سـاعت   16تا  14براي ارزیابی تحمل . ]19[ شد استفاده مرفین

، حیوانـات  )روز پـنجم (پس از آخرین تزریق براي القاي تحمـل  

) مـوش / میکروگـرم   15(یک دوز دیگر مرفین داخـل نخـاعی   

 Tailو اثر ضـددردي آن بـا اسـتفاده از آزمـون     دریافت کردند 

Flick ]9[ارزیابی شد.  

روي تکوین تحمـل بـه    درد مزمنبراي بررسی اثر مهاري 

مـوش  / میکرولیتـر   10 مرفین، گروه اول از موشهاي صحرایی

 در حجـم (مـوش  / میکروگرم  15 دقیقه بعد از آن 15سالین و 

نخـاعی   صـورت داخـل   مـرفین را بـه   )مـوش / میکرولیتر  10

را ) i.t(.موش مـرفین  / میکروگرم  15گروه دوم . دریافت کردند

 از طریق تزریـق زیـر جلـدي   ( القاي درد مزمندقیقه بعد از  15

 دریافت کردنـد  ،)به پنجه ها 5%فرمالین  موش/ میکرولیتر  50

به بـه صـورت   را  سالینموش / میکرولیتر  10سوم  گروه. ]19[

 موش/ میکرولیتر  10گروه چهارم  .دریافت کردند داخل نخاعی

از طریــق ( القـاي درد مـزمن  دقیقـه بعـد از    15را ) i.t(. سـالین 

 ،)به پنجه ها 5%فرمالین  موش/میکرولیتر 50تزریق زیر جلدي 

، درحالیکـه،  روز تکـرار شـد   4به مدت این روند . دریافت کردند

تزریقات زیرجلدي فرمالین به قسمتهاي مختلف پنجه ها اعمال 

راسـت  : چپ کف، روز سوم: پشت، روز دوم/راست: روز اول(شد 

 16تـا   14( پـنجم در روز  .]34[) پشـت /چپ: کف و روز چهارم

 Tailزمان تـاخیر آزمـون   ) چهارمساعت پس از آخرین تزریق 

Flick مـوش مـرفین  / میکروگـرم   15 قبل و بعد از تزریق دوز 

 Maximum Possible (MPE) درصـد  اندازه گیري و سپس

Effect دي مـرفین بـا   میزان تحمل به اثر ضـددر  .محاسبه شد

مرفین روز پنجم با میـزان ایـن تـاخیر در     MPEمقایسه درصد 

  .گروه تیمار شده با سالین مکرر ارزیابی شد

براي بررسی بیان ژنها، در گروههاي مختلف مورد استفاده، 
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، )روز پـنجم (ساعت پس از آخرین تزریق براي القاي تحمل  16

، بخـش  پس از استخراج طنـاب نخـاعی  . سر حیوانات قطع شد

. خلفی نخاع کمري فوري جدا و در نیتروژن مایع نگهداري شـد 

و بــا  ]3[کلروفــرم  -ســلولی بوســیله روش فنــول RNAکــل 

بـراي  . جـدا شـد  ) ایـران  -سـیناژن ( +RNXاستفاده از معـرف  

اسـتفاده شـد    PCRبررسی میزان بیان ژن از روش نیمه کمـی  

بـا اسـتفاده از    RT-PCRبطور خلاصه، مخلوط واکـنش  . ]25[

 M-MuLVو آنزیم نسخه برداري معکوس  Oligo-dTپرایمر 

مخلـوط واکـنش بـه    . و براساس پروتکل مربوطه شـد ) فرمنتاز(

درجه سانتی گراد اینکوبه و بعد در  42دقیقه در دماي  60مدت 

. شددقیقه غیر فعال  10درجه سانتی گراد براي مدت  70دماي 

جداگانـه بـراي مطالعـه بیـان ژن در      PCRسه مخلوط واکنش 

هـر  . هاي بدست آمده از هر موش صحرایی اسـتفاده شـد  نمونه

بــا اســتفاده از پرایمرهــاي پــیش رو و پــس رو  PCRواکــنش 

، )به عنوان اسـتاندارد داخلـی  (اختصاصی براي ژنهاي بتا اکتین 

رهاي استفاده شـده  توالی پرایم. انجام شد 2و بتا  1 اینتگرین بتا

  .ارایه شده است 1در جدول 

DNA  پلیمرازTaq ) بـراي تکثیـر   ) سیناژن، ایـرانDNA 

. استفاده شد و واکنشها براسـاس پروتکـل مربوطـه انجـام شـد     

 95دقیقـه در دمـاي    10بـه مـدت    PCRمخلوطهاي واکـنش  

ثانیـه   60(سیکل و با چرخه دمـایی   30درجه سانتی گراد که با 

درجـه سـانتی گـراد و     57ثانیه در  60نتی گراد، درجه سا 95در 

آخرین سـیکل بـا   . شددنبال ) درجه سانتی گراد 72ثانیه در  60

دقیقه دنبـال شـد کـه     10درجه سانتی گراد به مدت  72مرحله 

  .براي تکمیل فرآیند رونویسی بود

اي تمام پارامترهاي واکنش طوري تنظـیم شـد کـه رابطـه    

و همچنین  PCRو محصول  PCRخطی میان تعداد سیکلهاي 

 PCRالگـو و محصـول    cDNAرابطه خطی میان مقدار اولیـه  

 30براساس نتایج بدسـت آمـده از ایـن آزمایشـات،     . بدست آید

محصولات . براي آنالیز همه نمونه ها استفاده شد PCRسیکل 

PCR  آنالیز شـد  % 1متعاقباً روي ژل آگاروز)Roche آلمـان ، .(

اندازه گیـري شـد    Lab worksنرم افزار  دانسیته باندها توسط

)UV. Doc. - انگلیس.(  

در قبل  Tail-flickتفاوت آماري بین زمان تاخیر درآزمون 

براي  .مقایسه شد Paired t-testو بعد از مصرف دارو با آزمون 

دردي در گروههـاي  هـا و میـزان اثـر بـی    مقایسه دانسیته بانـد 

یـک   (ANOVA) واریانسو یا آنالیز  t-test آزمونمختلف از 

هـر گـروه    .شـد  سـتفاده ا Tukeyو به دنبال آن آزمـون  طرفه 

. )=6n(بـود  حیـوان   6هاي بدست آمده از حـداقل  شامل نمونه

) خطـاي معیـار میـانگین    ( ± SEMنتایج به صورت میـانگین 

دار بـودن  به عنوان حداقل سطح معنـی  >P 05/0. نداهارائه شد

  .قرار گرفتمورد استفاده 

  ها افتهی

تزریـق  آزمون تحمل به اثر ضددردي مرفین نشان داد کـه  

سالین دریافت کرده  در طی چهار روز قبل مرفین در گروهی که

دردي کامل شد در حالیکـه تجـویز همـان    باعث ایجاد بی بودند

 بـه مـدت چهـار روز مـرفین     ی که قـبلاً دوز از مرفین در گروه

 .) >05/0p( کـرد  دردي کمـی را ایجـاد  بـی  کرده بود،دریافت 

داري داشــت یـروه اخــتلاف معنـــدردي در دو گــیـمیــزان بــ

)001/0p< ) (1شکل(.  

براي تکثیر بخشی از ژن هاي مورد مطالعه PCRوالی پرایمرهاي مورد استفاده در واکنش ت -1جدول 

  نام ژن
نوع 

  پرایمر
'3-توالی پرایمر  - '5

  نیاکت - بتا
  CTACGGAGAGAACGAGACC C  رو پیش

  TCTAGTAACGAGGAGGACTC  پس رو

1اینتگرین بتا 
  GAGTGTGTCTGTGGACAGTGTG  پیش رو

  GTCTCCACAACATGCACGTGAG  پس رو

2اینتگرین بتا 
  TGTGGACGACGATCGAGAGTGT  پیش رو

  AAGCTGGGGCCACCTTTACTGAپس رو
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براي بررسی اثر درد مزمن در ایجاد تحمل متقابـل بـه اثـر    

با تزریق زیرجلدي فرمـالین بـه    ضددردي مرفین، در گروه اول

درد ) صـبح و عصـر  (به مدت چهـار روز دو بـار در روز   , هاپنجه

سـالین را بصـورت   , دقیقه بعد از القاي درد 15اء شد و مزمن الق

گـروه  صـبح روز پـنجم بـه ایـن     . داخل نخاعی دریافت کردنـد 

نشـان داد  نتایج . موش تزریق شد/ میکروگرم  15 مرفین با دوز

اثري بر پاسخ دهی به اثـر   مذکوربا الگوي  درد مزمن القايکه 

بـه اثـر    ضددردي مرفین ندارد و باعـث ایجـاد تحمـل متقابـل    

  ).2شکل(شود یا تقویت آن نمی ضددردي مرفین

برتکوین تحمل به اثر ضددردي  درد مزمنبراي بررسی اثر 

در یک گروه از حیوانات با تزریق زیرجلدي فرمـالین بـه   مرفین 

درد ) صـبح و عصـر  (به مدت چهـار روز دو بـار در روز   , هاپنجه

مرفین را بصـورت  , دقیقه بعد از القاي درد 15مزمن القاء شد و 

گـروه  صـبح روز پـنجم بـه ایـن     . داخل نخاعی دریافت کردنـد 

با  تزریق مرفین. تزریق شد موش/ میکروگرم  15 مرفین با دوز

ــرم  15 دوز ــوش / میکروگ ــنجم  م ــهدر روز پ ــان داد ک در  نش

دردي  تحمل به اثر ضـد توام درد مزمن و مرفین کاربرد صورت 

دردي بالایی را نشـان داد  بی این گروهو  شودنمیمرفین ایجاد 

)01/0 **P< 2شکل ( ) نسبت به گروه کنترل.(  

  متناسب PCR  در واکنش  تکثیر شده  قطعات  هر چند اندازه

)  طراحی شـده بر اساس موقعیت پرایمرهاي (مورد نظر   با اندازه

از   منظـور اطمینـان    بـه  ،بـود  2و بتـا   1هاي بتا اینتگرین  براي

 ـ  هقطع ـ  صحت  RFLPاز روش  ،PCR  در واکـنش   ر شـده تکثی

) برش دهنده(در این روش آنزیمهاي محدود کننده  .استفاده شد

را بـرش   آنشناسایی کـرده و   را DNAرشته از ترادف خاصی 

هضم آنزیمی بر روي محصولات تکثیر  مطالعه در این. دهدمی

ــزیم   ــه آن ــان داد ک ــده نش Bglش II   ــده ــر ش ــول تکثی محص

جفـت بـاز    572کـه   را 1اینتگرین بتـا  به مربوط  cDNAبراي

 227و  345بـه دو قطعـه بـه طولهـاي      داشت را مطابق انتظار
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و تکـوین تحمـل بـه اثـر      دردي مـرفین بـی بـر  ) فرمالین(درد مزمن  اثر -2شکل

روز  چهـار به مدت  موش/ میکروگرم  15مرفین با دوز  کررمصرف م .ضددردي آن

گردیـد، در   پـنجم همان دوز مـرفین در روز   دردي ناشی ازباعث کاهش میزان بی

بـه  یـا درد مـزمن    میکرولیتـر  10ر گروههایی که فقط سالین با حجـم  صورتیکه د

-دردي قابل ملاحظـه همین دوز مرفین بیدر روز پنجم گرفتند روز می چهارمدت 

***001/0 ( اي ایجاد کرد p<  مصرف مکرر مرفین به . )سالیندر مقایسه با گروه

در حالیکـه  )  >p*05/0(ه اما ضعیفی را ایجـاد نمـود   ظدردي قابل ملاحتنهایی بی

دردي قـوي و  باعث ایجاد بیاستفاده توام درد مزمن و مرفین در طی چند روز اول 

نتایج به صورت ). >p **01/0(گردید  توسط مرفین به تنهایی در روز پنجم بارزي

).مرفین  = .Mor( خطاي استاندارد نشان داده شده است ±میانگین 

نبال استفاده داخـل نخـاعی و مکـرر آن    دردي مرفین به دکاهش اثر ضد -1شکل

تغییرات میـزان  : Tail Flick .Bتغییرات زمان تاخیر در آزمون : A). ایجاد تحمل(

بـه شـیوه داخـل     مکرر مـرفین  تجویز: دردي ممکندردي از حد اکثر بیدرصد بی

روز باعـث   چهـار بـه مـدت   دوبـار در روز و   مـوش / میکروگـرم   15با دوز  نخاعی

تکـوین تحمـل    بعبـارتی  و پـنجم دردي ناشی ازهمان دوز در روز کاهش میزان بی

در گـروه دریافـت   در حالیکـه  ).  >p*05/0(دردي مرفین گردیـد  اثر ضد نسبت به

نتایج بـه   .)>p ***001/0(دردي شدیدي ایجاد کردبی مکرر، مرفینکننده سالین 

.است شده داده استاندارد نشان خطاي ±صورت میانگین 
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  cDNAمحصول تکثیر شـده بـراي    BamHIآنزیمو  جفت باز

جفت باز داشـت را مطـابق    522که  را 2اینتگرین بتا مربوط به 

و  شکسـت  جفت باز 187و  335به دو قطعه به طولهاي  انتظار

صـحت تـوالی   ). 3شـکل  (را تایید نمـود   PCRصحت واکنش 

قطعه تکثیر شده براي ژن بتا اکتین در مطالعات قبلـی گـزارش   

مصرف مکـرر  مطالعات قبلی نشان داده اند که  .]19[شده است 

روز  چهاربه مدت ) موش/ میکرو گرم  15( داخل نخاعی مرفین

در این . ]15[دهد را افزایش می 1اینتگرین بتا  mRNAمیزان 

مرحله از تحقیق، اثر القاي درد مـزمن بـه تنهـایی و همـراه بـا      

  .مرفین بررسی شد

دقیقـه قبـل از    15نتایج نشان داد کـه القـاي درد مـزمن     

 mRNA میـزان  توانسـت تغییـر معنـی داري در    تزریق مرفین

ساعت پـس از آخـرین تزریـق     16در  2و بتا  1ینتگرینهاي بتا ا

در صـدي بـراي    201افـزایش  (آورد ، بـه وجـود   )پنجمروز در (

 2درصـدي بـراي اینتگـرین بتـا      299و افزایش  1اینتگرین بتا 

القاي درد مزمن به تنهـایی نیـز موجـب    ) نسبت به گروه کنترل

 271و افـزایش   1درصـدي بـراي اینتگـرین بتـا      163افزایش 

شکل ) (نسبت به گروه کنترل(شد  2درصدي براي اینتگرین بتا 

4.(  

  بحث

بوسیله  تواند می درد مزمناین بود که  ن مطالعه فرضدر ای

 بـه اثـر ضـددردي    از تکوین تحمل تغییر در عملکرد اینتگرینها

براي القـاي تحمـل بـه    . مرفین در موش صحرایی ممانعت کند

 15نخـاعی آن بـه میـزان     اثر ضددردي مرفین، از تزریق داخل

 ح وصـب (روز و دو بـار در روز   4بـه مـدت   مـوش  / میکرو گرم 

نتایج بدست آمده حاکی از کاهش معنـی دار  . استفاده شد) عصر

بود و  پنجماثر ضددردي مرفین در این گروه از حیوانات در روز 

نشان داد که مصرف مکرر مرفین با الگوي مذکور قادر است تـا  

 نسبت به اثر ضددردي همان دوز مرفین، ایجـاد تحمـل نمایـد   

   .)1شکل (

تحمـل بـه اثـر     گیري از تکـوین جلـو در این مطالعه بـراي  

بوسیله تزریـق زیرجلـدي   (القاي درد مزمن ضددردي مرفین از 

دقیقه قبل از تزریق داخل نخـاعی   15، )هابه پنجه% 5فرمالین 

/ میکرولیتـر   10در حجم ( موش/ میکرو گرم  15مرفین با دوز 

 )عصـر  6 صـبح و  8 (، دو بار در روز، به مدت چهار روز) موش

   .استفاده شد

نشان داد که مرفین در این گروههـا در  نتایج به دست آمده 

_ 335 bp  

_ 187 bp  

_ 522 bp  

300 bp  

400 bp 

200 bp  

500 bp  

572 bp
345 bp227 bp
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و ژن  Bgl II  بـا آنـزیم   1اینتگـرین بتـا     ژن  تکثیـري   قطعه .ددرص 1آگارز   ژل  روي 2و بتا  1اینتگرین بتا  cDNAمربوط به  PCR  محصول  هضم  الکتروفورزي  طرح -3شکل

و  جفـت بـاز   227و  345دو قطعـه بـه طولهـاي     1اینتگرین بتا مربوط به   cDNAمحصول تکثیر شده براي Bgl IIآنزیم  با هضم .شد مهض BamHIبا آنزیم  2اینتگرین بتا 

بـر   يتأییـد   نتیجـه   ایـن . که مطابق انتظار بودنـد  داد  نشان 187و  335دو قطعه به طولهاي  2اینتگرین بتا مربوط به   cDNAمحصول تکثیر شده براي  BamHIآنزیم با هضم

: RFLP B 2،1 محصول واکنش هضم آنزیمی اینتگرین بتا: RFLP B1، 2اینتگرین بتا  = ITB2، 1اینتگرین بتا  = ITB1( باشد می PCRبا   تکثیر شده  هقطع  صحیح  هویت

).مرفین = .Mor، 2 محصول واکنش هضم آنزیمی اینتگرین بتا
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این یافته حـاکی از  . کندروز پنجم اثر ضددردي بارزي ایجاد می

این است که القاي درد مزمن با الگـوي مـذکور قـادر اسـت از     

تکوین تحمل به اثـر ضـددردي همـان دوز مـرفین جلـوگیري      

 ـ این اطلاعات هم. نماید ی اسـت کـه درد   راستا با گزارشـات قبل

. ]19[مزمن بر تکوین تحمل به مرفین اثر مهاري دارند 

براي برآورد تغییرات بیان ژن، در این مطالعه از یـک روش  

براي حذف خطاهاي آزمایش در  .نیمه کمی شده استفاده گردید

و انجـام واکـنش    RNAطی مراحل مختلـف ماننـد اسـتخراج    

، از بتا اکتین به عنـوان اسـتاندارد   (RT)برداري معکوس نسخه

در مطالعه حاضر براي هر نمونه بافتی  .]24[استفاده شد داخلی 

نسبت به بتـا اکتـین    2و بتا  1اینتگرینهاي بتا  mRNAمیزان 

مراحـل قبـل از    و PCRمربـوط بـه    سنجیده شد تا از خطـاي 

PCR کاسته شود.  

 RFLP )Restriction Fragmentهـاي  انجـام واکـنش  

Length Polymorphism ( روي محصولات تکثیر شده براي

نشان داد که طول این قطعات  2و بتا  1گرینهاي بتا اینتژنهاي 

برابر طولهاي مورد انتظار بود و بدین ترتیـب صـحت توالیهـاي    

اسـتفاده از واکـنش هضـم آنزیمـی یـا      . دیگرد اییدتکثیر شده ت

RFLP  براي تشخیص قطعات تکثیر شده تاییدي قوي به شمار

.]8[ رودمی

سـازي پارامترهـاي روش   در مجموع نتایج مربوط به بهینـه 

 ،سیکل 30با  PCR مورد استفاده نشان داد که میزان محصول

 5/1برابر با  MgCl2میزان ، میکرولیتر 3ورودي  cDNAمیزان 

در حـدي  درجه سـانتیگراد،   57میکرولیتر و دماي اتصال پرایمر 

است که اولاً توسط رنگ آمیزي با اتیدیوم بروماید قابل رویـت  

تکثیر بـه حـد اشـباع    میزان این باشد و ثانیاً با می UVزیر نور 

پارامترهاي مربوط به عکس بـرداري ماننـد دیـافراگم    . رسدنمی

 Acquisition)اکتساب نور از دوربین براي هر عکـس   ومدت

Time) نیز همواره براي تمام نمونه ها ثابت بود.  

اند که ارتباط فیزیکی میان اینتگرینها و مطالعات ثابت کرده

. رسپتور اپیوئیدي میو در نرونهاي هسته تري ژمینال وجود دارد

یوئیدي در این اینتگرینها نقش مهمی را در تنظیم سیگنالینگ اپ

بطـور خلاصـه ایـن    . ]5[کننـد  نرونهاي تري ژمینال بازي مـی 

کند که تنظیم الگـوي پراکنـدگی رسـپتور    اطلاعات پیشنهاد می

اپیوئیدي میو و تنظیم مولکولهاي سیگنالینگ بوسیله اینتگرینها 

ممکن است براي سیگنالینگ موثر در نرونهـاي تـري ژمینـال    

اینتگـرین، سـیگنالینگ    1تـی بتـا   به کارگیري آن. ضروري باشد

DAMGO ) کنـد و  را مهـار مـی  ) لیگاند رسپتور اپیوئیدي میـو

ایـن پیشـنهاد   . شـود در این سلولها می  cAMPموجب افزایش

کند که اینتگرینهاي فعال شـده ممکـن اسـت سـیگنالینگ     می

رسپتور اپیوئیدي میـو را کنتـرل کننـد، احتمـالا بوسـیله تغییـر       

  .]Gαs (]5در مقابل Gαiمثلاً (ینها پروتئ Gتعاملات با 

علاوه بر این، کانالهاي وابسته به لیگاند، بویژه رسـپتورهاي  

و بسـیاري از   ]2[شـوند  گلوتامات بوسیله اینتگرینها کنترل مـی 

در . ]36[شوند تگرین یافت میآنها در کمپلکسهاي مرتبط با این

اینتگرینهـا بوسـیله رسـپتور     1β5αنورونهاي هیپوکمپی بیـان  
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در بخش خلفی نخـاع کمـري    2و بتا  1اینتگرینهاي بتا  mRNA میزان -4شکل

تـاثیر القـاي چهـار روزه درد مـزمن و همچنـین اسـتفاده       . بدنبال القاي درد مزمن

دربخـش   2و بتا  1اینتگرین بتا   هايمیزان بیان ژن همزمان درد مزمن و مرفین بر

شـود، اسـتفاده   خلفی نخاع کمري موش صحرایی، به طوریکه در شکل دیـده مـی  

تـوجهی   بت به گروه کنترل سالین باعث افزایش قابـل توام درد مزمن و مرفین نس

القاي درد مـزمن  . شده است) B( 2و بتا ) A( 1اینتگرین بتا   هايمیزان بیان ژندر 

-می)B( 2و اینتگرین بتا ) A( 1اینتگرین بتا  mRNAبه تنهایی موجب افزایش 

ه هـا  ، دادn= 6نسبت به گروه سـالین،    ) >p***001/0(و  ) >p**01/0(. شود

اینتگـرین   = ITB1(نشان داده شده اسـت  خطاي استاندارد  ±میانگین به صورت 

).مرفین = .Mor، 2اینتگرین بتا  = ITB2، 1بتا 
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AMPA رسـد اینتگرینهـا نقشـی    بنظر می. ]2[یابد افزایش می

هاي غشایی از جمله رسـپتورهاي  فعال و مهم در تمرکز گیرنده

اپیوئیـدي میـو و کانالهــاي یـونی در نقــاطی خـاص، بــویژه در     

سیناپسها دارند و از این طریق در افزایش کارآیی سیناپسی موثر 

در  در طی مصرف مکرر مرفین بیـان بسـیاري از ژنهـا   . هستند

، 2و بتـا   1در مورد اینتگرینهاي بتـا  . یابدتغییر می CNSبافت 

 mRNAنشان داده شده است که با مصرف مکرر مرفین مقدار 

  . ]15[یابد آن در بخش خلفی نخاع کمري افزایش می 

 2و بتـا   1اینتگرینهاي بتـا    mRNAدر این مطالعه، میزان

در بخش خلفی نخاع کمري بدنبال القاي درد مزمن به تنهـایی  

نتایج نشان داد القاي درد . و القاي توام آن با مرفین بررسی شد

مل نشان دارد موجب افزایش مزمن که خود اثر مهاري روي تح

در حضـور  . شـود مـی  2و بتا  1اینتگرینهاي بتا   mRNAمیزان

مـورد   mRNAکاربرد توام القاي درد مزمن با مرفین نیز میزان 

اند که تجـویز  نتایج مطالعات قبلی نشان داده. نظر افزایش یافت

ــزایش      ــب اف ــاعی موج ــل نخ ــیوه داخ ــه ش ــرفین ب ــرر م مک

در بخش خلفی لومبار  2و بتا  1ي بتا اینتگرینها  mRNAمیزان

همچنین، در مطالعات دیگري نیـز گـزارش   . ]15[شود نخاع می

موجـب افـزایش   ) بصورت داخل نخـاعی (رفین شده است که م

mRNA  اینتگرینMα 33[شود می[.  

طبق گزارش قبلی، فعال کردن اینتگرینهـا بوسـیله منگنـز    

همچنـین  . شـود موجب مهار تحمل به اثر ضددردي مرفین مـی 

ی حـاکی از ایـن اسـت کـه     نتایج بدست آمده از آزمایشات قبل ـ

تزریق توام منگنز و مرفین و تزریق منگنز به تنهایی منجـر بـه   

شـود  اینتگرین نسبت به گروه مرفین تنها مـی  mRNAکاهش 

بر اساس مطالعات قبلی، ایجاد تحمل بـه اثـر ضـددردي    . ]15[

ا اپیوئیدها با چندین فرآیند سلولی همراه است که از جملـه آنه ـ 

. اشــاره کــرد CaMKIIو  NO ،PKCتــوان بــه افــزایش مــی

اي اثـرات  شواهدي وجود دارد که هر سه این مولکولها به گونـه 

. ]26, 20, 17, 11, 4[مهاري روي فعال شدن اینتگرینها دارنـد  

اینتگرینهاي   mRNAرسد که افزایش میزاندر نتیجه بنظر می

به دلیل فیـدبک ناشـی از مهـار اینتگـرین توسـط       2و بتا  1بتا 

  mRNAدرد افزایش دهنده میـزان . ]15[باشد مرفین مکرر می

, است و چون تجویز توام آن با مرفین 2و بتا  1اینتگرینهاي بتا 

در , شودموجب افزایش بیان آنها نسبت به گروه کنترل تنها می

  . شودجه باعث مهار تحمل به مرفین مینتی

بدنبال  Mαدر مطالعات قبلی نیز گزارش شده که اینتگرین 

نکته دیگر که بایـد بـه آن   . ]33[یابد درد نروپاتیک افزایش می

 mRNAتوجه داشت ایـن اسـت کـه در ایـن تحقیـق میـزان       

گیـري شـده اسـت نـه میـزان      انـدازه  2و بتا  1ینهاي بتا اینتگر

پروتئین آن، و این احتمال مطرح است که شرایط فیزیولوژیـک  

سلول به دنبال القاي درد مزمن طوري تغییـر کنـد کـه امکـان     

بـه   2و بتـا   1حاصل از ژن اینتگرینهـاي بتـا    mRNAترجمه 

ن شـویم  پروتئین وجود نداشته باشد، بعبارتی براي اینکه مطمـئ 

 2و بتا  1تحمل در حضور مقادیر افزایش یافته اینتگرینهاي بتا 

مهار شده است، باید در تحقیقات بعدي میزان پروتئین آنها نیـز  

  .گیري شوداندازه

، نتایج مطالعه حاضر نیز ]19[مطابق با نتایج مطالعات قبلی 

در مجموع نشان داد القاي درد مزمن قادر به مهار رونـد ایجـاد   

اثر عامل فـوق ممکـن   . باشندتحمل به اثر ضددردي مرفین می

درد مـزمن و  . است تا حدودي از طریق اینتگرینها اعمـال شـود  

 mRNAتوانند موجب تغییراتـی در میـزان   همچنین مرفین می

بر اساس نتایج مطالعات قبلـی،  . شوند 2و بتا  1اینتگرینهاي بتا 

 1اینتگرینهاي بتـا    mRNAمرفین مکرر موجب افزایش میزان

همچنـین،  . ]15[شـود  در بخش خلفی لومبار نخـاع مـی   2و بتا 

گزارشاتی وجود دارد که فعال کردن اینتگرینها بوسـیله تجـویز   

. ]15[شود منگنز موجب مهار تحمل به اثر ضددردي مرفین می

  mRNAتوان پیشنهاد کـرد کـه افـزایش میـزان    در نتیجه می

بــه دلیــل فیــدبک ناشــی از مهــار  2و بتــا  1اینتگرینهــاي بتــا 

دهنـده  درد افـزایش . باشـد اینتگرین توسـط مـرفین مکـرر مـی    

اسـت و تجـویز تـوام     2و بتا  1اینتگرینهاي بتا  mRNAمیزان

موجب افزایش بیان اینتگرینهاي مذکور نسبت به , آنها با مرفین

شـود و در نتیجـه از تکـوین تحمـل بـه اثـر       گروه کنتـرل مـی  

  .کندضددردي مرفین جلوگیري می

  سپاسگزاري

این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس بـه انجـام رسـیده    

ت هاي معاونت محترم پژوهشـی آن دانشـگاه   بدین وسیله از مساعد. است

  .تشکر می شود
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