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

Abstract

Introduction: Considering high prevalence of epileptic disease and considering that 40 percent of epileptic patients 

are resistant to drug therapy, it needs more researches to find new therapeutic ways. LFS is among the new methods for 

epilepsy treatments. One possible mechanism involved in the anticonvulsant effect of LFS is increased adenosine. 

Therefore, in this study the role of adenosine production from ATP by ectonucleotidase enzyme pathway in exerting the 

anticonvulsant effects of LFS were evaluated.

Methods: Animals were kindled by electrical stimulation of perforant path in a rapid kindling manner (12

stimulation per day). One group of animals received LFS after kindling stimulation. In one another group, AOPCP a 

blocker of ectonucleotidase inhibitor was micro injected (50 micro molar) intra cerebro ventricular each day before LFS 

stimulation.  Some group of animals were also received AOPCP (50 and 100 micro molar) but were not applied to LFS. 

Seizure behavior and electrophysiological parameters (including ADD and field potential) were recorded.

Results: Like previous investigations, application of LFS, decreased all seizure parameters significantly. 

Microinjection of AOPCP had no significant effect on anticonvulsant actions of LFS. However microinjection of 

AOPCP at doses of 100 micro molar in animals that received just kindling stimulations, increased the seizure 

parameters significantly.

Conclusion: The results show that adenosine production via ectonucleotidase enzyme pathway may has no role in 

anticonvulsant effects of LFS; however endogenous adenosine produced through this pathway has an important role in 

kindling development.
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بر شدت اثرات ضد تشنجی ناشی از اعمال تحریک  نوکلئوتیداز تأثیر مهار اکتو

                الکتریکی با فرکانس پایین در مدل صرعی کیندلینگ مسیر پرفورنت

  در موش صحرایی

  سیمین نامورسعید سمنانیان، محمد جوان، ، *مریم زراعتی، سیدجواد میرنجفی زاده

   ، تهراندانشگاه تربیت مدرس، دانشکده علوم پزشکی ،گروه فیزیولوژي

  89تیر  6: پذیرش    89اردیبهشت  3: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

هـاي  روش از. هاي درمانی جدید را باعث شده اسـت به دارو درمانی ، تحقیقات زیادي براي یافتن راه درصد از بیماران صرعی 40شیوع زیاد بیماري صرع و مقاومت  :مقدمه

در ایـن مطالعـه نقـش مسـیر      .افزایش آدنوزین است ،LFS اثر ضدتشنجیاحتمالی هاي یکی از مکانیسم. است (LFS)با فرکانس پایین ک الکتریکی ید در درمان صرع تحریجد

  .در ایجاد اثرات ضد تشنجی مورد بررسی قرار گرفت اکتونوکلئوتیدازتوسط آنزیم  ATPتولید آدنوزین از 

هر روز در گروهی از حیوانات به دنبال تحریکـات کینـدلینگ اعمـال    . کیندل شدند) تحریک در روز 12(حیوانات با تحریک الکتریکی مسیر پرفورنت به روش سریع  :ها روش

LFS از اعمال در گروه دیگر قبل . صورت گرفتLFS دارويAOPCP  گروهی از حیوانات نیز به دنبال تحریکات کیندلینگ . میکرومولار داخل بطن مغز تزریق گردید 50با دوز

پتانسیلهاي  شامل مدت زمان تخلیه هاي متعاقب و(کمیت هاي رفتاري تشنج و کمیت هاي الکتروفیزیولوژیک . میکرومولار دریافت کردند 100و  50با دوز  AOPCPفقط داروي

  .گردیدثبت می) میدانی

تأثیر معنـی داري بـر اثـرات ضـد      LFSقبل از اعمال  AOPCPتزریق . همانند تحقیقات قبلی باعث کاهش معنی دار تمام کمیت هاي تشنجی گردید LFSاعمال  :ها یافته

ت می کردند باعث افزایش معنـی داري در کمیـت هـاي تشـنجی     کیندلینگ دریاف تی که فقط تحریکاتمیکرومولار در حیوانا 100با دوز  AOPCPتشنجی آن نداشت اما تزریق 

.گردید

ندارد امـا تولیـد آدنـوزین درون زاد از     LFSاکتونوکلئوتیداز نقش مهمی در بروز اثرات ضد تشنجی دهد که احتمالا تولید آدنوزین از طریق مسیر نتایج حاصله نشان می :گیري نتیجه

  .طریق این مسیر نقش مهمی بر روند کیندلینگ دارد

  

  AOPCPتشنج، تحریک الکتریکی با فرکانس پایین، آدنوزین،  :هاي کلیدي واژه
  

  

  مقدمه

صرع بعد از سکته هاي مغـزي شـایعترین اخـتلال عصـبی     

درصد موارد بیمـاران صـرعی بـه     40با توجه به اینکه در  .است

باشند، تحقیقات زیادي براي دستیابی بـه  دارو درمانی مقاوم می

در بیشـتر  . هاي جدید درمان صرع در حال بررسـی اسـت  شیوه

بیماران مبـتلا بـه صـرع لـوب گیجگـاهی، سـاختارهاي لـوب        

گیجگاهی میانی از جمله تشکیلات هیپوکمپ ناحیه تولید کننده 
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تمایل هیپوکمپ به شروع تشـنج بـه    ].1و12[باشدتشنجات می

دلیـل توانـایی آن در ایجـاد تقویــت سیناپسـی طـولانی مــدت      

)Long term potentiation; LTP (وجود یک مدار . می باشد

هاي مهاري در دود بودن نورونحداخلی یک طرفه تحریکی و م

هیپوکمپ، این ناحیه را مستعد تولید فعالیت تشنجی کرده است 

براي بررسی نقـش نـواحی مختلـف هیپوکمـپ از جملـه      ]. 18[

اهی هـاي آزمایشـگ  شکنج دندانه دار در فراینـد تشـنج از مـدل   

  .     شودمختلفی از جمله کیندلینگ استفاده می

کیندلینگ مدلی براي ایجاد تشنج می باشد و به پدیـده اي  

مکـرر زیـر    الکتریکـی  اشاره می کند که در طی آن تحریکـات 

تواند واقعه پیش رونـده اي را ایجـاد کنـد کـه در     آستانه اي می

یکـی  کینـدلینگ الکتر . نهایت به صرع عمومی تبدیل می شـود 

در روش . معمولا به دو روش آهسته و سریع انجـام مـی گیـرد   

در . شـود آهسته روزانه یک بار کانون تشـنج تحریـک داده مـی   

. ها در یک روز بیشتر از یک بار استروش سریع تعداد تحریک

یک اصل مهم در کیندلینگ این است که تحریـک الکتریکـی   

 ;Afterdischarge(باید قادر به ایجـاد تخلیـه هـاي متعاقـب     

AD (درEEG  ــد ــخ   ]. 13و14[باش ــک پاس ــب ی ــه متعاق تخلی

الکتروانسفالوگرافیک به تشنج است که ناشی از فعالیـت جمعـی   

 100که دامنـه اسـپایک هـا در آن حـداقل      نورون ها می باشد

اسـپایک در ثانیـه اسـت     1میکروولت و فرکانس آنهـا حـداقل   

 ـ    ]. 17[ ه هـاي  حداقل شدت تحریک کـه قـادر بـه ایجـاد تخلی

آستانه تخلیه متعاقب نامیـده   ،ثانیه باشد 5تا  4متعاقب به مدت 

با ادامه تحریکات الکتریکی در فواصل منظم، به تدریج . شودمی

زمان و دامنه امواج تخلیه متعاقب افـزایش مـی یابـد و علایـم     

  . گرددرفتاري تشنج ظاهر می

ــک   از روش ــرع تحری ــان ص ــد در درم ــانی جدی ــاي درم ه

در هیپوکمـپ  ]. 22[مسـتقیم کـانون صـرعی اسـت      الکتریکی

 Low-frequency(تحریک الکتریکی با فرکانس پایین  اعمال

stimulation; LFS (تواند منجر بـه ایجـاد   میLTD   شـود و

در ناحیه هیپوکمـپ   LTPتقویت سیناپسی ایجاد شده به شکل 

اي که به آن تضعیف پس شود، پدیدهزدوده می LFSنیز توسط 

با توجه به تشابه بـین   .گویندمی (Depotentiation)ت از تقوی

شود کـه مکانیسـم اثـر ضـد     احتمال داده می LTPکیندلینگ و

هـاي دخیـل   در مدل کیندلینگ مشابه با مکانیسمLFSتشنجی

باشد ) Depotentiation(و یا تضعیف پس از تقویت  LTDدر 

در صورتی کـه الکتروتراپـی بخواهـد بـه عنـوان روشـی        .]25[

مناسب براي درمان صرع معرفی شود باید مکانیسـم دخیـل در   

آن مورد شناسایی دقیق قرار گیرد و اثراتـی کـه ایـن روش بـر     

  .فعالیت سلولهاي عصبی دارد بررسی شوند

 CA1که در حین تحریک ناحیـه   داده استمطالعات نشان 

و مشـتقات آدنـوزین از انتهـاي     ATP هیپوکمپ مقدار زیـادي 

شود که ایـن رهـایش   پیش سیناپس به فضاي سیناپس رها می

رهایش آدنوزین  LFSبه دنبال اعمال . وابسته به فرکانس است

رها می  HFSو LFSآدنوزین اندوژن که در حین  .شودزیاد می

عمل می کند، می تواند  A2وA1از طریق گیرنده ها ي  شود و

به ترتیـب تضـعیف سیناپسـی طـولانی و      CA1ي هادر نورون

آدنوزین یـک   CNSدر].8[تقویت سیناپسی طولانی ایجاد کند 

در . نورومدولاتور قوي است واثر مهاري بر فعالیت نـورونی دارد 

رسد روند ایجـاد تشـنج بـه وسـیله اثـرات      مغز سالم به نظر می

 میزان آدنـوزین ]. 3[تونیک ضد تشنجی آدنوزین مهار می شود 

در زمانی که نیاز متابولیک زیاد است، مثل شرایطی کـه تشـنج   

در مطالعـات قبلـی نشـان داده     ].2[وجود دارد افزایش می یابد 

اثـر   A1از طریـق گیرنـده هـاي   ، آدنـوزین   LFS در حینشده 

 گیرنده هـا  اینو میزان بیان ژن ] 15[ مهاري بر کیندلینگ دارد

اي در مطالعـه  .]11[یابـد  افـزایش مـی   LFSبه دنبـال اعمـال   

آگونیست گیرنده  کاربرد است که شده نشان داده 1999درسال 

باعث تسهیل تضعیف پـس از تقویـت   LFSدر حین A1 هاي

با توجه بـه   ].8[بر آن اثري ندارد  A2شود اما گیرنده هاي می

 توان انتظار داشت کهمی ،LFSدر اثرات ضد تشنجیA1نقش 

هایی که باعث افـزایش غلظـت خـارج سـلولی     تقویت مکانیسم

. اینـد را تقویـت نم   LFSضد تشنجی اثرات، دنشومی آدنوزین 

یکـی  . تولید می شودی مختلفی آنزیمهاي آدنوزین توسط مسیر

اکتــو  -5'از ایــن مســیرها، تولیــد آن در خــارج ســلول توســط 

بنابر این، هدف از مطالعه حاضر این است کـه  . است نوکلئوتیداز

بر شدت اثرات ضد تشنجی ناشـی از   نوکلئوتیدازاکتو هارگراثر م

در مدل صرعی کیندلینگ مسیر پرفورنت در موش  LFSاعمال 

  .صحرایی مشخص شود

مواد و روشها

تـا   285در محدوده وزنـی   Wistarاز موش صحرایی نژاد 
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 mg/kg(حیوان توسط سدیم پنتوباربیتال  .گرم استفاده شد 300

 و پس از ثابت کردن سر حیوان شدهبیهوش ) ، داخل صفاقی40

و بتادینه کردن پوست سـر،  برشـی در    در دستگاه استریوتاکس

پـس از آشـکار شـدن کامـل     . دشخط وسط با تیغ جراحی داده 

سطح استخوان جمجمه، و تمیز کردن آن با الکل، نقطه برگمـا  

بـر  (ا برگم ـبـه  موقعیت مسیر پرفورنت نسـبت  . گردیدمشخص 

نسبت  =V 2.7-2.4 و =AP= 4.1  +L - 6.9: حسب میلیمتر

دار نسـبت بـه   دندانـه  شـکنج و همچنین ) سخت شامهبه سطح 

تــا  AP=  ،1.8 +L= ،3.5 -2.8 :بــر حســب میلیمتــر(برگمــا 

2V=3. موقعیت بطن جانبی  .شدتعیین ) نسبت به سخت شامه

 ـقرار دادن کانول راهنمـا مشـخص    برايراست نیز  بـر  (د گردی

نسـبت بـه برگمـا و     =AP=  ،1.5  +L - 0.9:  حسب میلیمتر

V= 3.2  16[ )سخت شامهنسبت به سطح.[    

پس از بستن پیچ هاي لنگرگاه، الکترودهاي تک قطبی و   

کانول راهنما، الکترودهاي تحریک و ثبات به ترتیـب در محـل   

دار قـرار  دندانـه  شـکنج هاي تعیین شده براي مسیر پرفورنت و 

با استفاده از استیمولاتور، تحریک الکتریکی با شـدت  . شدداده 

میلی آمپر از طریق الکترود تحریک به مسیر  1میکروآمپر تا  50

 ـ اعمالپرفورنت  در صـورت قـرار داشـتن الکترودهـا در     . دگردی

 تجمعـی EPSPمحل مناسـب  از طریـق الکتـرود ثبـات یـک     

(fEPSP)  موقعیــت  ،صــورتدر غیــر ایــن  .شــدمــیمشــاهده

 تـا یـک   شـد ه میقدر تغییر دادالکترودهاي تحریک و ثبات آن

fEPSP  سپس . ثبت شود) میلی ولت 3-5بین (با حداکثر دامنه

 ـ ، الکترودهـا و پـیچ هـا    با سیمان دندانپزشکی کانول راهنمـا  ه ب

دست  براي بهبودي زخم ها و. گردیدندمیجمجمه حیوان ثابت 

  . شدن استراحت داده روز به حیوا 10آموز شدن، 

مورد استفاده  در این تحقیق عبارت بـود   یي تحریکهاالگو

  :از

از  ایجـاد تشـنج   بـراي  : کینـدلینگ  براي ایجاد تحریک) 1

در ایـن روش حیوانـات بـا    . شـد روش کیندلینگ سریع استفاده 

هرتـز، شـدت    50موج مربعی تک فازي با مشخصات فرکانس 

میلی ثانیه و به  1آستانه تولید امواج تخلیه متعاقب، مدت پالس 

 5ایـن تحریکـات بـه فاصـله هـر      . شدندثانیه تحریک  3مدت 

بار در روز انجام شد و تا زمـان نشـان دادن    12بار و دقیقه یک

بر اساس مطالعـات  . گردیدها اعمال می یکتشنج تحر 5مرحله 

Racine مراحل تشنج در روند کیندلینگ به صورت زیر تقسیم ،

مرحلـه یـک، انقباضـات عضـلانی در صـورت      : شوندبندي می

)Facial clonus(مرحله دوم، حرکت دادن سر به طرف بالا و  ؛

مرحله سوم، کلونوس انـدام جلـویی    ؛)Head Nodding(پایین 

)Forelimb clonus(مرحله چهارم، ایستادن روي هـر دو پـا    ؛

)Rearing (    مرحلـه پـنجم،    و توأم بـا کلونـوس انـدام جلـویی

ایستادن روي هر دو پا همراه با از دست دادن تعـادل و افتـادن   

)Rearing & Falling( ]19.[  

عمال تحریک کیندلینگ، امواج الکتریکـی مغـزي   ا پس از 

آمپلـی فـایر تقویـت و وارد     گرفته شده توسط الکترود ثبـت در 

توسط برنامه کامپیوتري، کمیت هاي تشـنجی  . شدکامپیوتر می

مـدت   -1 :از بـود  این کمیت ها عبارت. دگردیمیاندازه گیري 

هاي لازم تعداد تحریک -ADD( ،2(زمان تخلیه هاي متعاقب 

 بـراي  آستانه تحریـک  -3تا مشاهده هر یک از مراحل تشنج و

  .ایجاد امواج تخلیه متعاقب

تحریــک  12از پایــان در هــر روز پــس  LFS:اعمــال ) 2 

دقیقـه یـک    5بسته تحریکی هر  8به صورت  LFSکیندلینگ، 

مشخصـات هـر بسـته تحریکـی     . بار به حیوان اعمال می شـد 

، هرتـز  1 امـواج مربعـی بـا فرکـانس     به شکل پالس 200شامل

نه ایجاد تخلیه متعاقـب  شدت آستاو با  میلی ثانیه 1مدت پالس 

  .شدبار به حیوان اعمال می دقیقه یک 5هر  که بود

: هـاي برانگیختـه میـدانی    تحریک براي ثبت پتانسـیل ) 3

ه و شـد هاي میدانی مسیر پرفورنت تحریک  براي ثبت پتانسیل

. دم ـآدار ثبت به عمـل مـی  دندانه شکنجهاي گرانولی  از سلول

 ،بودشده مسیر پرفورنت توسط الکترودي که در آن کار گذاشته 

هاي مربعی بـا  پالس صورتالگوي تحریک به . شدتحریک می

میکـرو ثانیـه و    100هرتز، مدت زمان هـر پـالس    1/0فرکانس

پاســخ % 50کــه در آن  شــدتی(، پــالس آزمــون شــدت جریــان

 ـ پتانسـیل  پس از ثبت. بود )ماکزیمم به دست آید ، دانیهـاي می

  .شدهاي تجمعی اندازه گیري میو دامنه اسپایکfEPSP شیب

بـراي  : تحریک براي اندازه گیري شـاخص زوج پـالس   ) 4

دندانه دار هیپوکمپ، از  شکنجدر ناحیه  يمهار مدارهايبررسی 

هـا  در این آزمـایش . تکنیک تحریک زوج پالس استفاده می شد

، 70، 50، 40، 30، 10(زوج پالس ها با فواصل بین پالسی معین 

هرتـز بـه    1/0با فرکانس ) میلی ثانیه 1000و  500، 300، 100

حاصـل   تجمعی دامنه اسپایک. دگردیمسیر پرفورنت اعمال می 

و بـر اسـاس آن شـاخص زوج    هر یک از زوج پالس محاسبه  از
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دوم بـه دامنـه    تجمعـی  نسبت دامنه اسپایک"ه صورت پالس ب

  .شدمحاسبه می "100در  ضرب اول تجمعی اسپایک

ــق از   ــن تحقی -'α, β-methyleneadenosine5در ای

diphosphate )AOPCP ( ـنوکلئوت مهار گر اکتوبه عنوان   دازی

حـل شـده و    ACSFدر GMPهمـراه  این دارو به . استفاده شد

بـا   سرنگ هامیلتون و توسط پمپ میکرواینجکشن وآن  تزریق

از طریق کانول به بطن طرفی مغز حیوانـات   min2/μl1سرعت

بـا منافـذ   (ها قبل از تزریق از میکروفیلتر دارو. رفتگصورت می

μm2 (دنتا استریل گرد ندشدعبور داده می.  

ه هاي آزمایشی مورد اسـتفاده در ایـن تحقیـق عبـارت     گرو

در طـی رونـد   ) A( ).6و  3، 1 روزهـاي (رونـد کینـدلینگ   طـی  در  (PS) دامنه اسپایک هاي تجمعیو  (fEPSP)بر شیب پتانسیل هاي میدانی AOPCPتزریق  اثر-1شکل

شـیب  ) K+100AOPCPدر گروه (میکرومولار  100با دوز AOPCPتزریق . کیندلینگ شیب پتانسیل هاي میدانی و دامنه اسپایک هاي تجمعی در گروه کیندل افزایش یافت

اثري بر شیب پتانسیل  K+50AOPCPمیکرومولار در گروه  50تزریق این دارو با دوز . پتانسیل هاي میدانی و دامنه اسپایک هاي تجمعی را نسبت به گروه کیندل افزایش داد

بـه صـورت نمودارهـاي      6و  3، 1در روزهـاي   Aي نمایش داده شده در قسـمت  هادادهمیانگین ) B. (هاي میدانی  و دامنه اسپایک هاي تجمعی نسبت به گروه کیندل نداشت

در مقایسـه بـاگروه کینـدل اسـت     >01/0Pنشان دهنـده   **و  >05/0Pنشان دهنده * . اندنشان داده شدهخطاي معیار  ±به صورت میانگین  داده ها. ستونی آورده شده است

   .)n= 5ها ، در سایر گروهK+100 AOPCP 6=n درگروه کیندل و(
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  :بودند از

میـانگین  (روز شـش  در این گروه به مـدت  : گروه کنترل)1

در حیوانـات گـروه    5مدت زمان لازم  براي رسیدن به مرحلـه  

 شـکنج هـاي میـدانی از    پتانسـیل  و I/Oمنحنی هـاي ) کیندل

شـد  می ثبتدندانه دار مسیر پرفورنت با تک پالس و زوج پالس 

هاي تا اثر تحریکهاي مکرر تک پالسی و زوج پالس بر پتانسیل

  .پس سیناپسی بررسی گردد

فرکـانس  (تحریک  12در این گروه روزانه  :گروه کیندل) 2

بـه حیوانـات   ) دقیقـه  5ثانیه و به فواصـل   3هرتز، به مدت  50

 5این تحریکات تا رسـیدن حیـوان بـه مرحلـه     . اعمال می شد

هاي کیندلینگ هماننـد  البته قبل از آغاز تحریک .فتیاادامه می

هاي میدانی و زوج پـالس صـورت مـی    اول ثبت پتانسیل گروه

  .رفتگ

بـا   LFSدر این آزمایش الگوي تحریـک   :KLFSگروه ) 3

در در فـوق  مشخصـات ذکـر شـده    بر اساس  هرتز و 1فرکانس

در این  .به حیوانات اعمال می شدهاي کیندلینگ پایان تحریک

هـاي  ثبـت پتانسـیل   هـاي قبـل  گروهگروه آزمایشی نیز همانند 

  .می گرفتمیدانی با تک پالس و زوج پالس صورت 

هر روز قبـل   در این گروه آزمایشی :حلال+گروه کیندل) 5

 شدمی به داخل بطن طرفی تزریق  دارو حلال از شروع ثبت ها

  .فتگرصورت می گروه کیندلمراحل بعدي مشابه و 

هـر روز   در ایـن گـروه آزمایشـی   : حلال+ KLFSگروه ) 6

    بـه داخـل بطـن طرفـی مغـز تزریـق        قبل از شروع ثبت حلال

  .بود KLFSگروه مراحل بعدي مشابه و شد می 

در این گـروه تمـامی مراحـل    : AOPCP +گروه کیندل )7

همانند گروه کیندل است است اما هر روز قبـل از شـروع ثبـت    

AOPCP  شدبه صورت داخل بطنی به حیوانات تزریق.  

در این گروه تمامی مراحـل  : KLFS + AOPCPگروه ) 8

 اما هر روز قبل از شـروع ثبـت  بود LFS +همانند گروه کیندل 

AOPCP )به صورت داخل بطنـی   )آنتاگونیست اکتونوکلئوتیداز

.شدمیبه حیوانات تزریق 

از آزمـون  کمیت هاي مختلـف   بر LFSبراي مقایسه تأثیر 

ANOVA  از نوع دو طرفهRepeated Measures   و آزمـون

شـاخص زوج پـالس در گـروه     ، براي مقایسهTuckeyمتعاقب 

یک طرفه و آزمون متعاقـب   ANOVAهاي مختلف از آزمون 

Tuckey   و براي مقایسه مرحله رفتاري تشنج ها نیز از آزمـون

داده هـا بـه   . اده گردیـد اسـتف  Kruskall Walllisناپـارامتري  

 >05/0Pارائه شده و )خطاي معیار میانگین±میانگین(صورت 

  .به عنوان حداقل سطح معنی دار بودن در نظر گرفته شد

  ها یافته

میانگین شدت تحریکات آستانه براي شـروع تخلیـه هـاي    

متعاقب در گروه هاي مختلف تفاوت معنی داري نداشت و ایـن  

استعداد ابتلا به حملات تشنجی در تمـامی  است که بدین معنی

میانگین تعداد روزهاي لازم براي رسـیدن   .ها یکسان بودگروه

. روز بـود  7/5 ±5/0تشـنج   5حیوانات گروه کیندل بـه مرحلـه   

روز تحریـک داده   6بنابراین، در گروه هاي دیگر حیوانات فقط 

  شدند 

بر کمیت هاي تشنجی در گـروه   AOPCPدر بررسی تاثیر 

و   50بـا دوزهـاي     AOPCPکیندل مشاهده شد کـه تزریـق   

-تخلیـه  میکرومولار باعث تغییر معنی داري در مدت زمان 100

و مراحل تشنجی نسبت به گروه کیندل در مـدت   هاي متعاقب

تزریـق  . و مراحـل تشـنجی نگردیـد    هـاي متعاقـب  تخلیه زمان

AOPCP در گروه کینـدل (میکرومولار 100با دوز+AOPCP (

و دامنـه اسـپایک هـاي    ) >01/0P(تانسیل هاي میدانی شیب پ

) >05/0P( تجمعی را نسبت به گروه کیندل به طور معنی داري

در گـروه  (میکرومـولار   50افزایش داد ، تزریق این دارو بـا دوز  

اثـر معنـی داري بـر شـیب پتانسـیل هـاي       ) AOPCP+کیندل

میدانی و دامنه اسپایک هاي تجمعی نسـبت بـه گـروه کینـدل     

 100و  50بـا دوز  AOPCPهمچنین، تزریق ). 1شکل (نداشت 

ثانویه  ،میکرومولار تغییر معنی داري در تضعیف زوج پالس اولیه

.و تسهیل زوج پالس نسبت به گروه کیندل ایجاد نکرد

مشاهده شد بر کمیت هاي  تشنجی LFS تاثیردر بررسی 

، باعـث کـاهش معنـی داري   KLFSدر گروه  LFSکه اعمال 

)01/0P<  (و مراحل تشنجی  هاي متعاقبتخلیه در مدت زمان

). 2شـکل  (نسبت بـه گـروه کینـدل شـد      6و 5، 4در روز هاي 

هـاي  هـاي متعاقـب در گـروه   تخلیـه  مـدت زمـان   مجموع کل

KLFS )9/1 ±4/272 79/19( گروه کینـدل  نسبت به) نیهثا ± 

 .نشـان داد  ) >01/0P(کـاهش معنـی داري  نیز  ) ثانیه 5/559

همچنین در طی روند کیندلینگ شیب پتانسیل هـاي میـدانی و   

امـا اعمـال   ) 1شکل (دامنه اسپایک هاي تجمعی افزایش یافت 
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LFS   01(  باعث کاهش معنی دار شیب پتانسیل هاي میـدانی 

/0P< ( دامنه اسپایک هاي تجمعیو )05/0(P<    در طـی رونـد

  ). 3شکل (کیندلینگ نسبت به گروه کیندل گردید 

در حیوانـات گـروه   همانطور که قـبلاً گـزارش شـده اسـت     

تضـعیف زوج  ) 1نسـبت بـه روز   6روز (کیندل با گذشـت زمـان   

میلی ثانیه، و  50تا  10پالس اولیه در فواصل زمانی بین پالسی 

 500تـا   300پالس ثانویـه در فواصـل زمـانی     نیز تضعیف زوج

بـه عـلاوه در فواصـل زمـانی بـین      . شودمیلی ثانیه تقویت می

. میلی ثانیه تسـهیل زوج پـالس تضـعیف مـی گـردد      70پالسی 

در طی روند کینـدلینگ، از تضـعیف تسـهیل زوج     LFSاعمال 

در روز  میلی ثانیه 100تا  50در فواصل زمانی بین پالسی پالس 

میلـی    70گیري کرد که این تغییردر فاصـله بـین پالسـی   جلو 6

   ).4شکل( >P)5/0 (ثانیه معنی دار بود

 LFS بـر اثـرات ضـد تشـنجی     AOPCPدر بررسی تـاثیر  

میکرومـولار در   50بـا دوز  AOPCPمشاهده شـد کـه تزریـق    

ــدلینگ   ــد کین ــه در رون ــات ک ــی از حیوان ــت LFSگروه        دریاف

تغییر معنـی داري  )  KLFS+50AOPCPدر گروه (می کردند 

  ).2-4شکل هاي (بر کمیت هاي تشنجی نداشت 

  بحث

هـاي  نتایج این تحقیق نشـان داد کـه مـدت زمـان تخلیـه     

گـروه کینـدل    متعاقب، مراحل تشنجی و فعالیـت سیناپسـی در  

 LFSاعمـال  . نسبت به گروه کنترل افزایش معنی داري داشت

به دنبال تحریکات کیندلینگ، باعث کاهش معنی داري در این 

امـا  . نسبت به گروه کیندل شـد  6و 5، 4کمیت ها در روز هاي 

بـه همـراه اعمـال    ) مهار گر اکتونوکلئوتیـداز ( AOPCPتزریق 

LFS یتأثیري بر این اثرات ضد تشنجLFS نداشت.  

باعـث افـزایش آسـتانه     LFSدهنـد کـه  مطالعات نشان می

و همچنـین مـدت زمـان امـواج     ] 23[تشنج در کیندلینگ شده 

  
. KLFSدر حیوانـات گـروه   مراحل رفتاري تشنج طی روندکینـدلینگ مسـیر پرفورنـت    و  هاي متعاقب روزانهبر مدت زمان تخلیه AOPCPو تزریق  LFS اعمالاثر  -2شکل 

  AOPCPتزریـق   .نسبت به گروه کیندل شـد  6و 5، 4و مراحل تشنجی در روز هاي  هاي متعاقبتخلیه باعث کاهش معنی داري در مدت زمان، KLFSدر گروه  LFSاعمال 

نشـان دهنـده    **و  >05/0Pنشان دهنـده  *  .نگردید KLFSو مراحل تشنجی نسبت به گروه  هاي متعاقبتخلیه میکرومولار  باعث تغییر معنی داري در مدت زمان 50با دوز

01/0P< 6درگروه کیندل ( اندخطاي معیار نشان داده شده ±ها به صورت میانگین داده .در مقایسه باگروه کیندل است=n5ها ، در سایر گروه =n(.
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تکامل تشنج به وسیله اثرات تونیک ضد تشنجی آدنوزین مهـار  

دهد کـه میـزان آدنـوزین در دوره    مطالعات نشان می

اد اسـت، مثـل شـرایطی کـه تشـنج      زمانی که نیاز متابولیک زی

  ]. 2[وجود دارد، افزایش می یابد 

در بدن انسان آدنوزین توسط دو مسیرآنزیماتیک تولید مـی  

 – 5'در داخل و یـا خـارج سـلول بـه ترتیـب توسـط       

را  ATP تواننـد اکتونوکلئوتیداز ، که مـی  – 5

آدنوزیـل   –Sدر داخل سلول توسط ) 2(تبدیل به آدنوزین کنند، 

آدنوزیل هموسیستئین  - Sتواند هیدرولاز، که می

آدنوزین تولید شـده در داخـل سـلول    . را تبدیل به آدنوزین کند

  
) A). (6و  3، 1 روزهـاي (در رونـد کینـدلینگ    PS) (دامنه اسـپایک هـاي تجمعـی   

 50بـا دوز  AOPCPباعث کاهش شیب پتانسیل هاي میدانی و دامنه اسپایک هاي تجمعی در طی روند کیندلینگ نسبت بـه گـروه کینـدل گردیـد امـا تزریـق       

ي هـا دادهمیانگین ) B. (ایجاد نکرد KLFSتغییري نسبت به گروه 

نشـان  ** .  انـد خطاي معیار نشان داده شـده  ±ها به صورت میانگین 
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  LFSتشنجی 

در مطالعات بـرش هـاي   ]. 24[ دهد

LFS      توانـایی تولیـد تخلیـه هـاي

رهـایش   LFSبه دنبـال اعمـال   

شود و پیشنهاد شده است که آدنوزین رها شده 

آدنـوزین  ]. 9[ممکن است مسئول مهار فعالیت سیناپسی باشـد  

لول هـاي زنـده اسـت و عـلاوه بـر      

هاي متنوعی که در سلول دارد در سـیگنالینگ سـلولی نیـز    

 در. تنظـیم مـی کنـد   دخالت دارد و حساسیت به تشـنج را نیـز   

آدنوزین یک نورومدولاتور قوي است و اثـر مهـاري بـر    

در مغز سالم بـه نظـر مـی رسـد کنتـرل و      

تکامل تشنج به وسیله اثرات تونیک ضد تشنجی آدنوزین مهـار  

مطالعات نشان می .می شود

زمانی که نیاز متابولیک زی

وجود دارد، افزایش می یابد 

در بدن انسان آدنوزین توسط دو مسیرآنزیماتیک تولید مـی  

در داخل و یـا خـارج سـلول بـه ترتیـب توسـط       ) 1(:شود

5'اندونوکلئوتیداز و 

تبدیل به آدنوزین کنند، 

هیدرولاز، که میهموسیستئین 

را تبدیل به آدنوزین کند

AOPCP بر شیب پتانسیل هاي میدانی(fEPSP)   دامنه اسـپایک هـاي تجمعـی   و

باعث کاهش شیب پتانسیل هاي میدانی و دامنه اسپایک هاي تجمعی در طی روند کیندلینگ نسبت بـه گـروه کینـدل گردیـد امـا تزریـق       

تغییري نسبت به گروه )  KLFS+50AOPCP(دریافت می کردند  LFSمیکرومولار در گروهی از حیوانات که در روند کیندلینگ 

ها به صورت میانگین داده.  به صورت نمودارهاي ستونی آورده شده است  6و  3، 1در روزهاي 

0P< 6درگروه کیندل ( در مقایسه باگروه کیندل است=n 5ها سایر گروه، در =n
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دهدتخلیه متعاقب را کاهش می

LFSزنده نیز نشان داده شده که 

به دنبـال اعمـال   ]. 6[دهد صرعی را کاهش می

شود و پیشنهاد شده است که آدنوزین رها شده آدنوزین زیاد می

ممکن است مسئول مهار فعالیت سیناپسی باشـد  

لول هـاي زنـده اسـت و عـلاوه بـر      یکی از اجزاي ضروري س ـ

هاي متنوعی که در سلول دارد در سـیگنالینگ سـلولی نیـز    نقش

دخالت دارد و حساسیت به تشـنج را نیـز   

CNS      آدنوزین یک نورومدولاتور قوي است و اثـر مهـاري بـر

در مغز سالم بـه نظـر مـی رسـد کنتـرل و      . فعالیت نورونی دارد

AOPCPو تزریق  LFS اعمالاثر  -3 شکل

باعث کاهش شیب پتانسیل هاي میدانی و دامنه اسپایک هاي تجمعی در طی روند کیندلینگ نسبت بـه گـروه کینـدل گردیـد امـا تزریـق         LFSاعمال 

میکرومولار در گروهی از حیوانات که در روند کیندلینگ 

در روزهاي  Aنمایش داده شده در قسمت 

05/0نشان دهنده * و  >01/0Pدهنده 

+ KLFS
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تواند از طریـق ترانسـپورترهاي دوجهتـه بـه خـارج سـلول       می

حذف آدنوزین نیـز توسـط دو مسـیر آنزیماتیـک     . فرستاده شود

 ـ) 2(آدنوزین کیناز  و ) 1: (صورت می گیرد از کـه  آدنوزین دآمین

  . ]4[تولید می کنند AMP-'5به ترتیب اینوزین و

بـر کـدامیک از مسـیرهاي     LFSهنوز مشخص نیست که 

بـا توجـه بـه نقـش     . گذاردتولید و یا متابولیسم آدنوزین اثر می

مسیر اکتونوکلئوتیداز در افزایش آدنوزین درطی فرایند تضـعیف  

و با توجـه بـه مشـابهت     ]depotentiation (]5(پس از تقویت

، ]25[ با پدیده تضعیف پس از تقویـت  LFSاثرات ضد تشنجی 

در این مطالعه احتمال نقـش داشـتن مسـیر اکتونوکلئوتیـداز در     

  . بررسی گردید LFSافزایش آدنوزین به دنبال اعمال 

 ATPهیپوکمپ مقدار زیادي  CA1در حین تحریک ناحیه 

و مشتقات آدنوزین از انتهاي پیش سیناپسی به فضاي سیناپسی 

چنـین  هم. شود که این رهایش وابسته به فرکانس استرها می

ــه عنــوان  ATPنشــان داده شــده کــه  ــوزین ب و مشــتقات آدن

آدنـوزین  . شـوند رها می CA1از سیناپس هاي کوترانسمیتر نیز

رهـا مـی شـود و از طریـق      HFSو LFSاندوژن کـه در حـین   

عمل می کند، می تواند به ترتیب تضعیف  A2وA1هايگیرنده
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تضعیف زوج پالس اولیه در فواصل زمانی بین از تقویت  LFSاعمال). 6و  3، 1 روزهاي(در روند کیندلینگ اخص زوج پالس بر ش AOPCPتزریق  و LFS اعمال اثر - 4 شکل

در فواصل زمانی بین از تضعیف تسهیل زوج پالس  LFSهمچنین . جلوگیري کرد میلی ثانیه 500تا  300فواصل زمانی میلی ثانیه و تضعیف زوج پالس ثانویه در  50تا  10پالسی 

دریافت می کردند  LFSمیکرومولار در گروهی از حیوانات که در روند کیندلینگ  50با دوز AOPCPتزریق . جلوگیري کرد 6در روز  میلی ثانیه 100تا  70پالسی 

)KLFS+50AOPCP  (05/0نشان دهنده * . اندخطاي معیار نشان داده شده ±ها به صورت میانگین داده. تغییر معنی داري بر کمیت هاي تشنجی نداشتP< در مقایسه باگروه

  .)n= 5ها ، در سایر گروهn=6درگروه کیندل ( کیندل است
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و تقویـت سیناپسـی طـولانی    ) LTD(سیناپسی طولانی مـدت  

در همین راستا، در مطالعات قبلـی  ]. 8[ایجاد کند ) LTP(دت م

 -از طریق فعال کردن گیرنـده LFS نشان داده است که اعمال

اثر مهاري بر روند کیندلینگ دارد و میـزان بیـان ژن    A1هاي 

در کینـدلینگ   LFSبـه دنبـال اعمـال    نیـز  A1گیرنـده هـاي  

کتونوکلئوتیداز در بنابراین، اگر مسیر ا. ]15و11[یابد افزایش می

نقـش داشـت، مهـار ایـن      LFSتولید آدنوزین به دنبال اعمـال  

را  LFSباید تا حدي اثرات ضد تشـنجی  AOPCPمسیر توسط

اما نتایج به دست آمده هیچ گونه تفـاوت معنـی   . دادکاهش می

از نظـر   KLFS+AOPCPو گـروه   KLFSداري را بین گروه 

مراحل رفتاري تشنج، مدت زمان تخلیه متعاقب و شیب ودامنـه  

این بدان معناسـت کـه تولیـد    . پتانسیل هاي میدانی نشان نداد

آدنوزین از ایـن مسـیر نقـش مهمـی را در ایجـاد اثـرات ضـد        

  .در مدل کیندلینگ سریع مسیر پرفورنت ندارد LFSتشنجی

نوکلئوتیـداز البته باید در نظـر داشـت کـه بـا مهـار اکتـو       

ATPشـواهدي وجـود دارد کـه    . تواند تجمع پیدا کندمیATP 

 ADP ،AMPتبدیل به ATP. کندفعالیت تشنجی را کم می

تواننـد گیرنـده   آدنوزین می شود که هر یـک از ایـن هـا مـی    و

را P1گیرنـده  AMPو P2گیرنـده  ADP. خاصی را فعال کنند

از طریق ATPیشافزادهد کهمطالعات نشان می.کندفعال می

AMP همچنــین .شــودباعــث کــاهش فعالیــت تشــنجی مــی

بـر   ATPتوانـد از فعالیـت مهـاري   نوکلئوتیداز مـی  - 5'فعالیت

با توجه به این که مهـار  . ]7[هاي تشنجی جلوگیري کندتخلیه

توانـد  تولید آدنوزین از طریق مهارگر آنزیم اکتو نوکلئوتیداز مـی 

گـردد و  بـا   AMPو ADP، و به دنبـال آن  ATPباعث تجمع 

 AMPبرابـر  50در شرایط طبیعی  ATPتوجه به این که غلظت

در شرایط طبیعی می تواند   ATPاست و تغییرات کم در غلظت

ــادي در غلظــت  ــرات زی ــد  AMPتغیی ــاد کن  AMP، ]21[ایج

اثر مهاري القا کرده و باعث پوشـانده   ممکن است افزایش یافته

شدن اثر تحریکی ایجادشـده توسـط مهـار تولیـد آدنـوزین بـا       

AOPCP گردد.  

دست آمد این بـود کـه   ه نتیجه دیگري که در این تحقیق ب

باعث افزایش احتمال بـروز مراحـل مختلـف      AOPCPتزریق 

رفتاري تشنج و تقویـت پاسـخ هـاي سیناپسـی در طـی رونـد       

نوکلئوتیـداز احتمـالاً جلـوي افـزایش      -5'مهـار .شدکیندلینگ 

آدنوزین را گرفته و از ایجاد مهار توسط آدنوزین بر تخلیه هـاي  

مشخص شده که آدنوزین انـدوژن از  .  کندتشنجی ممانعت می

پیش سیناپسـی باعـث دپرسـیون     A1هاي طریق اثر بر گیرنده

بر آن، علاوه . شودهیپوکمپ می CA1انتقال سیناپسی در ناحیه

باعث کاهش دپولاریزاسیون پس سیناپسـی از   A1هاي گیرنده

پس مهـار تولیـد   . ]10[شوندمی Kطریق فعال کردن کانالهاي 

دهد جلـوي دپرسـیون   آدنوزین چنان که مشاهدات ما نشان می

توانـد باعـث   همچنین آدنوزین مـی . گیردانتقال سیناپسی را می

بـه شـکل پـیش    کاهش رهایش نوروترانسـمیترهاي تحریکـی   

بنابر ایـن، مهـار آنـزیم اکتـو نوکلئوتیـداز      . ]20[سیناپسی شود 

احتمالا باعث کاهش آدنـوزین شـده و اثـرات     AOPCPتوسط 

به عبـارت دیگـر         . کاهدمهاري ایجاد شده توسط آدنوزین را می

می توان پیشنهاد کرد که تولید آدنوزین اندوژن از طریق مسـیر  

مهمی در روند کیندلینگ مسیر پرفورنـت  اکتو نوکلئوتیداز نقش 

  .دارد

در این مطالعه براي بررسـی بهتـر ارتباطـات سیناپسـی در     

DGدر شـکنج  . پالس نیـز انـدازه گیـري گردیـد    ، شاخص زوج

-Paired)، به دنبال ایجاد تشنج، تضعیف زوج  پـالس دار دندانه

pulse depression, PPD)  شـود تقویت مـی .PPD    بـه ایـن

دوم کمتـر اسـت و ایـن    پاسخ به پالس تحریکیمعنی است که 

در جریـان کینـدلینگ   . هاي مهاري استمنعکس کننده فعالیت

PPD  توانـد پاسـخ جبرانـی بـه     تقویت شده که این تقویت مـی

در گروه کیندل تغییـر معنـی    AOPCPکاربرد . کیندلینگ باشد

دهد کـه مهـار   این نشان می. ایجاد نکرد PPDداري در میزان 

-دنوزین تولید شده از طریق مسیر  اکتو نوکلئوتیداز نمیمیزان آ

تواند از افزایش پاسخ هاي مهاري در حین کیندلینگ جلوگیري 

  .کند و ایجاد این پاسخ ها تحت تأثیر این مسیر نیست

لازم به ذکر است که همانند گزارش هـاي قبلـی، در ایـن     

 PPFو PPD باعث جلوگیري از تقویت LFSمطالعه نیز اعمال 

از تقویت این مدارهاي نورونی مهاري جلوگیري به عمـل  شد و

هیچ تـأثیري بـر    LFSبه همراه اعمال  AOPCPتزریق  .آورد

ــرات   ــن اث ــروه   LFSای ــالس در گ ــاخص زوج پ ــت و ش      نداش

KLFS+AOPCP    تغییر معنی داري نسبت بـه گـروهKLFS 

این نیز به این معناسـت کـه افـزایش آدنـوزین در اثـر      . نداشت

LFS    نوکلئوتیـداز صـورت نمـی     - 5'احتمالا از طریـق مسـیر

تـوان  بر اساس اطلاعـات حاصـل از ایـن آزمـایش مـی     .  گیرد

پیشــنهاد کــرد کــه مســیر تولیــد آدنــوزین توســط آنــزیم اکتــو 
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نوکلئوتیداز، در ایجاد آدنوزین اندوژن و جلوگیري از روند صـرع  

مـی در تولیـد   زایی می تواند نقش داشته باشد اما این مسیر آنزی

یابـد احتمـالا   در مغز افـزایش مـی   LFSآدنوزینی که به دنبال 

نقش نداشته یا اثر آن به حدي کـم اسـت کـه توسـط عوامـل      

) به دنبال مهار آنزیم اکتو نوکلئوتیداز( ATPجانبی مثل افزایش

مطالعات تکمیلی از جمله اندازه گیـري میـزان    .شودپوشانده می

هـاي صـورت گرفتـه مـی توانـد      در آزمایش  ATPآدنوزین و 

  .دیدگاه بهتري رادر این زمینه فراهم نماید

  سپاسگزاري

نویسندگان ایـن مقالـه از صـندوق حمایـت از پژوهشـگران کشـور و       

معاونت پژوهشی دانشگاه تربیت مدرس براي حمایت مالی از ایـن تحقیـق   

  .تشکر و قدردانی به عمل می آورند
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