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Abstract

Introduction: It has been shown that orexin peptides have a role in opioid withdrawal behaviors. Orexin-expressing
neurons that are present in the hypothalamic nuclei send dense projections to the Locus Coeruleus (LC). Withdrawal
syndrome is temporally associated with hyperactivity of LC neurons. However, LC neurons do not show withdrawal-
induced hyperactivity in the brain slices from morphine-dependent rats. Thus, it has been suggested that the increase in
LC neuronal activity seen in vivo is mediated by extrinsic factors. Therefore, this study was carried out to find whether
LC microinjection of orexin-A can induce withdrawal behaviors.

Methods: Adult male Wistar rats weighing 250-300 grams were rendered morphine dependent by subcutaneous
injection of morphine sulfate (10 mg/kg) at an interval of 12 h for 9 days. On day 10, intra-LC microinjection of orexin-
A (100 uM, 200 nl) was performed two hours after morphine administration. Thereafter, somatic signs of withdrawal
were evaluated in a Plexiglas chamber (30 cm diameter, 50 cm height) during a period of 25 min.

Results: Orexin-A induced several signs of morphine withdrawal including chewing, scratching, rearing, teeth
chattering, wet-dog shake and paw tremor. Acute LC microinjection of an orexin type 1 receptor antagonist, SB-
334867-A, prior to orexin-A prevents the expression of these signs.

Conclusion: It may be concluded that orexin, via orexin type 1 receptor at LC acts as an extrinsic factor in the

expression of morphine withdrawal syndrome.
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	در بسیاری از مدل های وابستگی به دارو، ترغیب مثبت و منفی دو جزء کلیدی هستند. تداوم استفاده از دارو، بخشی به دلیل ترغیب مثبت از آثار پاداش دریافت دارو است و بخشی به خاطر ترغیب منفی از سندرم محرومیت است که با قطع دارو ایجاد می شود.
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	مقدمه
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	سندرم محرومیت با افزایش فعالیت نورون های هسته LC مرتبط است. این افزایش فعالیت القایی با محرومیت در محیط in vitro اتفاق نمی افتد. از آنجا که فعالیت نورون های اورکسینرژیک هنگام القاء سندرم محرومیت افزایش می یابد این سؤال مطرح می شود که آیا این فعالیت افزایش یافته فیبرهای اورکسینرژیک به هسته LC می تواند سبب تشدید فعالیت نورون های این هسته و سپس بروز رفتارهای محرومیت در موش های صحرایی وابسته به مورفین شود. برای پاسخ به این پرسش نوروپپتید اورکسین A را به هسته LC حیوانات وابسته به مورفین تزریق می نماییم.
	فاكتورهاي خارجي نقش مهمي در افزايش فعاليت ناشی از محروميت اوپياتي در نورون هاي هسته LC ايفا مي كنند [18]. تخريب هسته PGi (شكمي جانبي بصل النخاع) كه منبع اصلي آوران هاي گلوتاماترژیک به هسته LC است سبب كاهش فعاليت افزايش يافته ناشي از محروميت در این نورون ها مي شود [16]. همچنين در طي محروميت القايي با نالوكسان، ميزان گلوتامات خارج سلولي در این هسته افزايش مي يابد [1،28] و اين افزايش رهايش گلوتامات حدود 30 دقيقه ماندگار است [25]. تزريق نالوكسان یا گلوتامات به داخل هسته LC در موش هاي وابسته به مرفين سبب ايجاد علائم فيزيكي محروميت مي شود [25].
	مواد و روش ها
	در این پژوهش‏ موش های صحرائی نر بالغ نژاد ویستار (300-250 گرمی) تهیه شده از موسسه رازی کرج مورد استفاده قرار گرفتند. حیوانات در شرایط 12ساعت تاریکی و12 ساعت روشنایی با دسترسی آزاد به آب و غذا نگهداری شدند و کار با حیوانات بر اساس مصوبه کمیته اخلاق دانشگاه تربیت مدرس انجام گرفت. برای تزریق داروها، ابتدا کانولگذاری بر اساس اطلس پاکسینوس انجام میشد. حیوان با تزریق داخل صفاقی ترکیبی از کتامین (100 mg/kg) و زایلوزین          (10 mg/kg)، بيهوش میگردید و در دستگاه استریوتاكسي قرار ميگرفت. بعد از ثابت کردن سر حیوان پوست ناحيه سر در خط وسط با تیغ جراحی به حداقل ميزان برش داده مي‎شد و براساس مختصات ذكر شده در اطلس پاكسينوس ناحيه مربوط به هسته ‏LC‏ در سطح جمجمه مشخص ميگردید (8/9- میلیمتر از برگما و 3/1 میلیمتر از خط وسط) بعد از علامتگذاري ناحيه مذکور، با استفاده از متههاي دندانپزشكي در محل مشخص شده منفذي به اندازه قطر كانول ‏راهنما، ايجاد شده و كانول راهنما که از سر سوزن نمره 23 دندانپزشکی ساخته   میشد، 1 میلیمتر بالاتر از عمق ذکر شده در اطلس برای هسته ‏LC (2/7 میلیمتر شکمی نسبت به سطح جمجمه) درون مغز مستقر میگردید و به وسيله سيمان ‏دندانپزشكي روي جمجمه ثابت ميگردید. منفذ كانول راهنما در بيرون جمجمه توسط درپوشی از سر سوزن نمره 30 دندانپزشکی که طول آن برابر طول کانول راهنما بود، مسدود میگردید.
	اخیراً نشان داده شده است که پپتید کشف شده در دهه اخیر، اورکسین یا هیپوکرتین در وابستگی به دارو نقش ایفا    می کند [5]. پپتیدهای اورکسینی شامل اورکسین A و اورکسین B هستند که در ابتدا با نقش تحریکی بر غذا خوردن معرفی شدند [20]. این پپتیدها از طریق دو گیرنده متصل به پروتئین G عمل میکنند، گیرنده نوع 1 (OXR1) و گیرنده نوع  2(OXR2) اورکسین [13،20]. نورون های حاوی اورکسین تعداد محدودی از نورون ها را در ناحیه هیپوتالاموس جانبی (LH) تشکیل می دهند [15،20]. علی رغم تعداد کم این نورون ها، توزیع وسیع استطاله های آنها در مغز نمایانگر اهمیت و عملکرد گسترده آن ها می باشد [15]. هسته لوکوس سرولئوس (LC) حاوی متراکم ترین استطاله های اورکسینرژیک می باشد [15]. شواهد متعددی نشان می دهند که اورکسین به عنوان بازیکنی مهم در وابستگی فیزیکی به مورفین و بروز علائم محرومیت ایفای نقش می کند؛ الف. کاهش چشمگیر علائم فیزیکی سندرم محرومیت در موش های فاقد اورکسین [8]. ب. کاهش بارز علائم فیزیکی محرومیت از مورفین با تزریق داخل صفاقی آنتاگونیست گیرنده نوع 1 اورکسین ‎قبل از تزریق نالوکسان [21]. ج. افزایش بیان cFos در نورون های اورکسینرژیک با القاء سندرم محرومیت از مورفین توسط نالوکسان [21].
	پس از طی يك هفته دوره بهبودي حیوانات با تزریق زیر جلدی مورفین (10 mg/kg ,1 ml/kg) دو بار در روز با فاصله 12 ساعته بهمدت 9 روز به مورفین وابسته میشدند [7]. تزریق زیر جلدی در ناحیه پشت گردن و کتف انجام میگرفت.
	گروه 1: در موشهای وابسته به مورفین اورکسین  A (100 μM, 200 nl) درون هسته LC تزریق میشد (n=6).
	در گروههای مورد مطالعه بعد از انجام تیمارها، علایم فیزیکی سندرم محرومیت در یک دوره زمانی 25 دقیقهای در حالی که حیوان در یک استوانه شفاف از جنس پلکسیگلاس با ابعاد 30 سانتیمتر قطر و 50 سانتیمتر ارتفاع و بستری از برادههای چوب قرار میگرفت، شمارش میشدند. قبل از شروع ثبت علائم رفتاری، به منظور عادت کردن به شرایط محیط، حیوان به مدت یک ساعت در محفظه آزمایش قرار میگرفت. علائم بررسی شامل جویدن (Chewing)، خاراندن (Scratching)، روی دو پا ایستادن (Rearing)، دندانقروچه (Teeth chattering)، سگلرزه (Wet-dog shake) و لرزش اندام جلویی (Paw tremor) بود. داروهای مورد استفاده در این بخش شامل مورفین سولفات (تماد)، SB-334867 (آنتاگونیست انتخابی گیرنده نوع1 اورکسین) (Tocris)، اورکسین A (Sigma) میباشند. پودر مورفین در سرم فیزیولوژیک حل میشد. اورکسين A در ACSF با غلظت 100 میکرومولار تهیه میشد و SB-33467 در DMSO 100% با غلظت 10 میلیمولار حل مي‎شد و سپس با کمک ACSF به 100 میکرومولار رسانده میشد (DMSO 1%).
	گروه 2: در موشهای وابسته به مورفین حلال اورکسینA  (200 nl) درون هسته LC تزریق میشد (n=6).
	گروه 3: در موشهای وابسته به مورفین، دو دقیقه قبل از تزریق داخل هستهای اورکسین A،SB  (100 µM, 200 nl) درون هسته LC تزریق میشد (n=6).
	گروه 4: در موشهای وابسته به مورفین دو دقیقه قبل از تزریق داخل هستهای اورکسین A، حلالSB  (200 nl) درون هسته LC تزریق میشد (n=6). در بخش آنالیز دادهها در مواردی که توزیع نرمال وجود داشت از آزمون آماری آنالیز واریانس یک طرفه (One Way ANOVA) و برای تعیین گروههای دارای اختلاف از آزمون Student-Newman-Keuls استفاده شد. گروههایی که توزیع نرمال نداشتند با آزمونKruskal-Wallis Test  بررسی شدند و برای تعیین گروههای دارای اختلاف از Dunn's test استفاده شد. در مواردی که وجود یا عدم وجود یک علامت مد نظر بود از  Chi-square test استفادهشد. P<0.05 ملاک معنیدار بودن اختلاف بین گروههای آزمایش در نظر گرفته شد.
	تزریق داخل هستهای LC به حیوان هوشیار و در حالیکه آزادانه در قفس حرکت میکرد انجام میشد. به منظور تزریق از سر سوزن نمره 30 که به اندازه 1 ميليمتر بلندتر از كانول راهنما تهيه شده بود و به يك لوله ‏نازك پلياتيلن (PE-20) متصل بود استفاده ميگردید. انتهای ديگر لوله پلياتيلن به سرنگ هامیلتون 1 میکرولیتری وصل بود. تزریقها به داخل هسته ‏LC با مقدار 200 نانولیتر در مدت زمان 60 ثانیه انجام میگرفت. برای اطمینان از حجم تزریق شده، حرکت حباب هوایی که حین کشیدن دارو در لوله پلیاتیلن (‏PE-20‎‏) ایجاد میشد مد نظر قرار میگرفت. برای جلوگیری از جریان معکوس داروها به سمت کانول راهنما، کانول تزریق 60 ثانیه بعد از پایان تزریق در محل خود باقی میماند. پس از انجام هر آزمایش، مغز خارج میشد و با کمک اطلس پاکسینوس درستی محل تزریق بررسی میگردید. در صورتی که تزریق در محدوده هسته LC قرار میگرفت، دادههای آن حیوان مورد ارزیابی واقع میشد. گروههای مورد مطالعه شامل (تیمارها در روز دهم 2 ساعت پس از تزریق مورفین انجام میگرفت):
	یافته ها
	مطالعه حاضر نشان داد که تزریق داخل هستهای اورکسین A در حیوانات وابسته به مورفین میتواند سبب بروز رفتارهای جویدن (Chewing)، خاراندن (Scratching)، روی پاها جویدن (Chewing)، خاراندن (Scratching)، روی پاها ایستادن (Rearing)، دندانقروچه (Teeth chattering)، سگلرزه (Wet-dog shake) و لرزش اندام جلویی       (Paw tremor)، شود. در گروهی که حلال اورکسین A دریافت کرده بودند علایم سندرم محرومیت از مورفین مشابه گروه قبل مشاهده نشد (جدول 1). در گروهی که قبل از تزریق اورکسینA، SB  (آنتاگونیست انتخابی گیرنده نوع 1 اورکسین) را دریافت کرده بودند کاهش چشمگیری در علائم رفتاری القایی با تزریق داخل هستهای اورکسین A مشاهده شد. حلال SB سبب کاهش علائم القایی با اورکسین A نشد (شکل 1)، هر چند که فقط کاهش دو علامت خاراندن (Scratching) و روی پاها ایستادن (Rearing) از نظر آماری معنیدار بود (P<0.05). این مسئله احتمالاً به دلیل پراکندگی زیاد دادههای علائم رفتاری است که ممکن است با افزایش تعداد نمونه کاهش آنها نیز معنیدار شود.
	در هنگام بروز سندرم محرومیت افزایش بارزی در شلیک نورونی هسته LC دیده میشود [19،26] که از نظر زماني، افزايش شليك نوروني آن با رفتارهاي محروميت مطابقت دارد [26]. هسته LC حاوی متراکمترین فیبرهای اورکسینرژیک در بسیاری از گونهها به ویژه موش صحرایی است [14].  اورکسین A با اثر مستقیم بر نورونهای هسته LC سبب افزایش شلیک خودبخودی آنها میشود [17]. دلایل قوی وجود دارد که افزايش شليك نوروني هسته LC با رفتارهاي محروميت ارتباط دارد [26]. یافتههای ما نیز با این دادهها مطابقت دارد.
	مکانیسم یا مکانیسمهایی که بهواسطه آن اورکسین A سبب بروز علائم رفتاری شبه محرومیت از مورفین در موشهای صحرایی وابسته به مورفین میشود مشخص نیست. هر چند که تغییر در فعالیت گیرندههای گلوتامات ممکن است در این روند نقش ایفا کنند. گلوتامات که گیرندههای NMDA را فعال میکند، ورودی تحریکی اصلی نورونهای هسته LC را تشکیل میدهد [18]. شواهد متعدد دیگری نشان ميدهند كه ممکن است افزایش رهایش گلوتامات القا کننده بروز سندرم محرومیت اوپیاتی باشد [1]. از طرف دیگر اورکسین A سبب تقویت افزایش کلسیم داخل سلولی ناشی از NMDA و نیز افزایش گیرندههای NMDA میشود [6]. اورکسین A حتی در غلظتی که اثر قابل اندازهگیری ایجاد نمیکند، سبب افزایش %43-30 اثر NMDA میشود. همچنین اعمال اورکسین A در برشهای مغزی حاوی هیپوتالاموس، باعث افزایش رهایش گلوتامات از این برشها میشود [27]. لذا با توجه به دادههای ما در این بخش شاید بتوان گفت که احتمالاً اورکسین A علاوه بر اثر مستقیم خود بر نورونهای هسته LC، به صورت غیر مستقیم با تقویت اثر گلوتامات در این هسته سبب افزايش شليك نورونهای هسته LC میشود و احتمالاً این افزایش شلیک است که با بروز رفتارهای سندرم محرومیت ارتباط پیدا میکند. شایان ذکر است که برای نتیجهگیری دقیقتر در این زمینه نیاز به پژوهشهای بیشتری است.
	بحث
	میزان قابل توجهی از گیرندههای نوع 1 اورکسین در هسته LC بیان میشود [26]. از آنجا که میل اتصالی اورکسین A برای این گیرنده 100 تا 1000 برابر بیشتر از اورکسین B است؛ به همین دلیل برای مطالعه اثر اورکسین در هسته LC از اورکسین A استفاده شد. غلظت اورکسین A و SB بر اساس مطالعاتی که این داروها را بهصورت تزریق به داخل هسته LC استفاده کرده بودند انتخاب گردید [4،10].
	یافتههای این قسمت از مطالعه رفتاری ما نشان داد که با تزریق اورکسین A به داخل هسته LC میتوان علائم رفتاری شبه محرومیت از مورفین را بهوجود آورد. در حیوانات وابسته به مورفین تزریق داخل هستهای اورکسین A سبب بروز رفتارهای جویدن (Chewing)، خاراندن (Scratching)، روی دو پا ایستادن (Rearing)، دندانقروچه (Teeth chattering)، سگلرزه (Wet-dog shake) و لرزش اندام جلویی       (Paw tremor) شد. از آنجا که تزریق حلال اورکسین A به داخل هسته LC سبب بروز چنین علائمی نشد، میتوان نتیجه گرفت که احتمالاً این اثر به دلیل اثر فارماکولوژیک اورکسین A بودهاست و ناشی دستکاری هسته LC نبوده است. در حیواناتی که محل تزریق اورکسین A در داخل هسته LC نبود، اورکسین A نتوانست سبب بروز علائم رفتاری سندرم محرومیت شود. بنابراین اثر ظاهر شده مربوط به تأثیر دارو در این هسته، و نه در نواحی خارج از آن، میباشد.
	در بخش دیگری از این مطالعه، قبل از تزریق اورکسین A به داخل هسته LC، آنتاگونیست انتخابی گیرنده نوع 1 اورکسین (SB) به داخل هسته LC تزریق شد. پیش تیمار با SB بهطور چشمگیری علائم رفتاری القایی با تزریق داخل هستهای اورکسین A را کاهش داد. در هسته LC اورکسین توسط گیرنده نوع 1 خود سبب فعال کردن نورونها میشود [9]. از آنجا که SB یکی از آنتاگونیستهای شناخته شده و انتخابی این گیرنده است؛ لذا دور از انتظار نیست که SB بتواند مانع اثر اورکسین A بر نورونهای این هسته شود. نتیجه ما در این بخش با دیگر نتایج که نشان میدهند اورکسین A در حضور SB نمیتواند اثر خود را اعمال کند [17] همخوانی دارد. در مطالعه دیگری که اخیراً انجام شده است، نشان دادهاند که تزریق آنتاگونیست انتخابی گیرنده نوع 1 اورکسین (SB) به داخل هسته LC قبل از تزریق نالوکسان در موشهای وابسته به مورفین سبب کاهش علائم رفتاری محرومیت القایی با نالوکسان میشود. این یافته اخیر نیز با مطالعه حاضر همخوانی دارد و نشان میدهد که اورکسین ممکن است یکی از فاکتورهای خارج از هسته LC باشد که در افزایش فعالیت نورونهای این هسته و ایجاد علائم رفتاری سندرم محرومیت نقش ایفا کند.
	سپاسگزاری
	این تحقیق مستخرج از رساله دکتری رشته فیزیولوژی و با حمایت مالی در دانشکده علوم پزشکی دانشگاه تربیت مدرس انجام شده است. نویسندگان این مقاله از دانشگاه تربیت مدرس و صندوق حمایت از پژوهشگران که حمایت مالی این طرح را به عهده داشتند سپاسگزاري می نمایند.
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