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Abstract

Introduction: Similarities in the memory impairment between Alzheimer patients and scopolamine treated animals
have been reported. In the present study, the possible role of a-adrenergic receptors of the dorsal hippocampus on
scopolamine state-dependent memory in adult male Wistar rats was evaluated.

Methods: The animals were bilaterally implanted with chronic cannulae in the CAl regions of the dorsal
hippocampus, trained in a step-through type inhibitory avoidance task, and tested 24 h after training to measure step-
through latency.

Results: Post-training intra-CAl administration of scopolamine (0.5 and 2pg/rat) dose-dependently reduced the
step-through latency, showing an amnestic response. Amnesia produced by post-training scopolamine (2 pg/rat) was
reversed by pre-test administration of the scopolamine (0.5 and 2 pg/rat) that is due to a state-dependent effect. Pre-test
intra-CA1 injection of al-adrenoceptor agonist, phenylephrine (0.25, 0.5 pg/rat) in the dose range that we used, could
not affect memory impairment induced by post-training injection of scopolamine (2 pg/rat). However intra-CAl pre-
test injection of a2-adrenoceptor agonist, clonidine (0.5 pg/rat) improved post-training scopolamine (2 pg/rat) intra-
CAl injection induced retrieval impairment. Furthermore, pre-test intra-CA1 microinjection of phenylephrine (0.25 and
0.5 pg/rat) or clonidine (0.25 and 0.5 pg/rat) with an ineffective dose of scopolamine (0.25 pg/rat), synergistically
improved memory performance impaired by post-training scopolamine (2 pg/rat). Our results also showed that, pre-test
injection of al-receptor antagonist prazosin (1, 2 pg/rat) or a2-receptors antagonist yohimbine (1, 2 pg/rat) before
effective dose of scopolamine (2 pg/rat) prevented the improvement of memory by pre-test scopolamine.

Conclusion: These results suggest that al- and a2-adrenergic receptors of the dorsal hippocampal CA1 region may

play an important role in scopolamine-induced amnesia and scopolamine state-dependent memory.

Key words: Scopolamine, a-adrenergic receptors, Dorsal hippocampus, Inhibitory avoidance response, State-

dependent learning
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نقش گیرنده های آلفا ـ آدرنرژیک ناحیه CA1 هیپوکامپ بر اختلال حافظه القاء شده با اسکوپولامین  در موش صحرایی نر

نسرین سادات اعظمی1*، مرتضي پيري2، مهرداد جهانشاهی3، شهربانو عريان4، وهاب باباپور5، محمدرضا زرین دست6
1. گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگان، گرگان

2. گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی واحد اردبیل، اردبیل
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5. گروه فیزیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران

6. گروه فارماکولوژی، دانشکده پزشکی و مرکز ملی مطالعات اعتیاد، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران

		دريافت: 15 آبان 88
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		مرفين و بيان ژن برخي آنزيم‌هاي دخيل در بيوسنتز و تجزيه كتكولامين‌ها

		ستاريان و همكاران





چكيده


مقدمه: شباهت های زیادی بین نقص حافظه ایجاد شده در بیماران مبتلا به آلزایمر و حیوانات تیمار شده با اسکوپولامین وجود دارد. مطالعه حاضر به منظور بررسی نقش گیرنده های آلفاـآدرنرژیک هیپوکامپ پشتی در یادگیری وابسته به وضعیت القاء شده با اسکوپولامین در موشهای بزرگ آزمایشگاهی نر انجام گرفته است .

روش‌ها: کانول گذاری به صورت دو طرفه در ناحیه هیپوکامپ پشتی رت های نر صورت گرفت. موش ها در دستگاه یادگیری اجتنابی مدل step-through آموزش دیدند و تست حافظه 24  ساعت بعد از آموزش به صورت اندازه گیری زمان تاخیر ورود به خانه سیاه ( محل تحریک ) انجام شد .

يافته‌ها: تزریق پس از آموزش اسکوپولامین (µg/rat 2 ، 5/0) به هیپوکامپ پشتی به صورت وابسته به دوز زمان تاخیر ورود به خانه سیاه را کاهش داد. فراموشی ایجادشده توسط تزریق پس از آموزش اسکوپولامین ( µg/rat2 ) با تزریق قبل از تست اسکوپولامین  (µg/rat 2 ، 5/0) اصلاح شد. تزریق قبل از تست فنیل افرین (µg/rat  5/0، 25/0) نتوانست جلوی تخریب حافظه ایجاد شده توسط تزریق پس از آموزش اسکوپولامین ( µg/rat2 ) را بگیرد. تزریق کلونیدین ( µg/rat5/0) در روز آزمون توانست حافظه تخریب شده با اسکوپولامین ( µg/rat2 ) روز آموزش را اصلاح نماید. تزریق  فنیل افرین (µg/rat  5/0 ، 25/0) یا کلونیدین (µg/rat  5/0 ، 25/0) همراه با مقادیر غیر موثر اسکوپولامین (µg/rat 25/0) در روز آزمون توانست حافظه تخریب شده با اسکوپولامین (µg/rat 2) روز آموزش را اصلاح نماید. تزریق درون مغزی پرازوسین (µg/rat 2، 1) یا یوهیمبین (µg/rat 2 ، 1)  به هیپوکامپ در روز آزمون قبل از مقدار موثر اسکوپولامین ( µg/rat2 )، جلوی بهبود حافظه توسط اسکوپولامین روز آزمون را گرفت.

نتيجه‌گيري: احتمالا" گیرنده های آلفا-1و2-آدرنرژیک هیپوکامپ پشتی در یادگیری وابسته به وضعیت القاء شده توسط اسکوپولامین دخیل می باشد.

واژه‌هاي كليدي: اسکوپولامین، گیرنده های آلفا ـ آدرنرژیک، هیپوکامپ پشتی، حافظه اجتنابی مهاری، یادگیری وابسته به وضعیت 

مقدمه


مطالعات فارماکولوژیکی بر روی حافظه به این امید انجام می گیرد که یافته های رفتاری همراه با مکانیسم عمل داروها مورد توجه قرار گیرد تا به روشن شدن اساس نوروبیولوژیکی حافظه و یادگیری کمک نماید [17]. الگوهای رفتاری متعددی برای سنجش حافظه و یادگیری در حیوانات آزمایشگاهی وجود دارد. مدل یادگیری اجتنابی مهاری به صورت گسترده در مطالعات فارماکولوژیکی، برای بررسی حافظه درازمدت که در ایجاد آن هیپوکامپ یا ساختارهای جانبی مانند استریاتوم نقش دارند مورد استفاده قرار می گیرد ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[17, 18]
. در این تحقیق از مدل یادگیری اجتنابی مهاری Step-through به روش ورود  به خانه سیاه در موشهای بزرگ آزمایشگاهی استفاده شد. 

مطالعات فارماکولوژیکی نشان می دهند که سیستم کولینرژیک مغز در حافظه و یادگیری دخیل می باشد [7]، به گونه ای که آگونیست گیرنده های کولینرژیـک و یـا مهار کننده های استیل کولین استراز اثر مثبت و تقویت کننده ای بر حافظه دارند، در حالیکه آنتاگونیست گیرنده های کولینرژیک نظیر اسکوپولامین باعث نقص در حافظه می شود  ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[34]
. در بیماران مبتلا به آلزایمر نیز انتقال پیام های کولینرژیک د ر مغز دچار مشکل می شود، بعلاوه کاهش تعداد نورونهای کولینرژیک و فعالیت استیل کولین ترانسفراز در قشر مخ و هیپوکامپ بیماران مبتلا به آلزایمر نیز گزارش شده است. مطالعات همچنین مشخص نموده است که در این بیماران شدت نقص در امور شناختی متناسب با شدت تخریب در نورونهای کولینرژیک می باشد [5]. از طرف دیگر مطالعات کلینیکی و آزمایشگاهی نشان می دهند که عملکرد نورون های کولینرژیک در طی یادگیری تغییر می یابد و این نورون ها فعالتر از حالت استراحت می گردند [30]، به عنوان نمونه آزادسازی استیل کولین در هیپوکامپ در طی یادگیری  فضایی افزایش می یابد و این افزایش استیل کولین با بهبود عملکرد فرد در طی یادگیری رابطه مستقیمی دارد ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[13]
. مطالعات نشان      می دهند که شباهت های زیادی بین نقص حافظه ایجاد شده در بیماران مبتلا به آلزایمر و حیوانات تیمار شده با اسکوپولامین وجود دارد به گونه ای که از اسکوپولامین برای ایجاد مدل حیوانی بیماری آلزایمر در مطالعات فارماکولوژیکی استفاده    می شود [5]. علاوه بر آتروفی نورونهای کولینرژیک در بیماری آلزایمر میزان مونوآمین ها نیز در این بیماران در سیستم عصبی مرکزی کاهش می یابد و به نظر می رسد که تقویت عملکرد نورونهای مونوآمینرژیک در بهبود رفتار و عملکرد کورتکس مغز این بیماران نقش داشته باشد [12]. نورونهای نورآدرنرژیک از لوکوس سرولئوس منشاء گرفته و نواحی زیادی در مغز از جمله قشر مخ و هیپوکامپ را عصب دهی می نمایند. نشان داده شده است که نورونهای بالارو نورآدرنرژیک که هیپوکامپ را عصب دهی می نمایند در سازگاری رفتاری، توجه و تسهیل پردازش محرک های حسی جدید نقش دارند [4].  

 نورآدرنالین آزاد شده از این نورونها اثرات خود را از طریق دو دسته گیرنده های جفت شده با G پروتئین ها بنام های گیرنده های آلفا و بتا اعمال می نمایند [29]. که خود گیرنده- های آلفا از لحاظ نوع لیگاند، کینتیک و اثرات به دو زیر گروه آلفاـ1 و آلفاـ2 آدرنرژیک تقسیم بندی می شود  [6]. مشخص شده است که گیرنده های آلفاـ1ـ آدرنرژیک بیشتر به صورت پس سیناپسی هستند [31] و گیرنده های آلفا-2-آدرنرژیک می توانند به صورت پیش سیناپسی یا پس سیناپسی در نورون های هیپوکامپ و لوب پیشانی و همچنین به صورت اتورسپتور در لوکوس سرولئوس وجود داشته باشند [31].

 مدارک زیادی وجود دارد که نشان می دهد نورآدرنالین و گیرنده های آدرنرژیک در یادگیری و حافظه نقش دارند. به عنوان نمونه تزریق نورآدرنالین به نواحی مختلف مغز از جمله هیپوکامپ، کورتکس انتورینال ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[19]
 و آمیگدال [9]  باعث تقویت شکل گیری حافظه می شود. همچنین میزان نورآدرنالین بعد از آموزش در مغز افزایش می یابد و این افزایش رابطه مستقیمی با شکل گیری و بازخوانی حافظه دارد. مکانیسمی که نوراپی نفرین از طریق آن حافظه را تحت تأثیر قرار می دهد کاملاً روشن نمی باشد، اما به نظر می رسد که نوراپی نفرین به واسطه تعدیل انتقال پیام های گلوتاماتی در محل سیناپس از طریق فعال کردن G پروتئین های جفت شده با گیرنده های آدرنرژیک اثرات خود را اعمال می نماید [27]. 

بر اساس یافته های پیشین با توجه به حساسیت هیپوکامپ به اسکوپولامین [11] و دخالت سیستم آدرنرژیک هیپوکامپی بر حافظه ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[20, 22]
، هدف مطالعه حاضر بررسی اثرات تزریق دو طرفه آگونیست ها و آنتاگونیست های گیرنده های آلفاـ آدرنرژیک به داخل ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی بر روی فراموشی القاء شده با اسکوپولامین و یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین با استفاده از مدل یادگیری اجتنابی غیر فعال می باشد. یادگیری وابسته به وضعیت پدیده ای است که در آن به یاد آوردن اطلاعات تازه کسب شده تنها در شرایطی صورت می گیرد که فرد از لحاظی حسی و فیزیولوژیک در همان شرایطی قرار گیرد که اطلاعات در همان شرایط کد شده است ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[16, 23, 28]
.

مواد و روش ها
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(تاخير در ورود به خانه سياه (برحسب ثانيه 


در آزمايش ها از موش صحرايي نر نژاد ويستار ( وزن تقريبي۲5۰-۲0۰ گرم ) كه از انستيتو پاستور ايران تهيه مي شد استفاده گرديد. در طول آزمايش ها آب و غذاي كافي در اختيار موش ها قرار مي گرفت و دماي حيوانخانه بين ٣  ± ۲۲ درجه سانتيگراد متغير بود. موش ها در گروه هشت تايي قرار داده  مي شدند.

دستگاه يادگيري اجتنابي مهاري (غير فعال)
 ، مدل Step-Through، از جعبه اي تشكيل شده كه به وسيله ديواره اي به دو قسمت سیاه وسفید با اندازه یكسان (با ابعاد 20×20×30 سانتي متر) تقسيم مي شود. درون این ديواره یک درب كشويي به ابعاد 9× 7 سانتي متر تعبيه شده است. بخش سیاه رنگ در قسمت كف داراي ميله هاي فولادي با فاصله یك سانتي متر بوده و شوك الكتريكي از طریق این میله ها  به حيوانات مورد آزمايش وارد می شود. مزیت استفاده از مدل یادگیری اجتنابی غیر فعال این است که یادگیری و حافظه ایجاد شده در اثر وارد شدن شوک به کف پای حیوان فقط با یک تجربه واحد به دست می آید. در این مدل حیوان یاد می گیرد که برای دوری از حوادث مضر ( شوک الکتریکی به پا )، تمایل ذاتی خود       ( ورود به خانه سیاه ) را سرکوب نماید.   

موش هاي صحرايي توسط تزريق كتامين هيدروكلرايد
 (mg/kg 50 ) بعلاوه زايلزين
 (mg/kg 4 ) بيهوش مي شدند. بعد از بيهوشي حيوانات در دستگاه استريوتاكسي قرار داده شده و دو كانول راهنما ( G 22 )
 به صورت دو طرفه بر اساس اطلس پاكسينوس و واتسون ( 1997 ) در هیپوکامپ پشتی قرار داده مي شد. مختصات ناحيه CA1 هيپوكامپ پشتي برابر       ( 2/3- = AP ، 2± = ML ، 3- = V ) مي باشد [24]. 

روش اجتنابي مهاري براي بررسي حافظه در موشهاي صحرايي در دو روز متوالي انجام مي شود. روز اول يا روز آموزش
 شامل آموزش دادن حيوان ها در دستگاه بوده، روز دوم يا روز آزمون
 ميزان حافظه حيوان هاي آموزش ديده بررسي مي شود به این ترتیب که در روش اجتنابي مهاري مدل Step-through، هر حيوان به آرامي در بخش سفید دستگاه قرار مي گيرد، پس از گذشت 5 ثانيه درب كشويي باز شده، به حيوان اجازه داده مي شود از اين قسمت وارد قسمت سياه دستگاه  شود. با توجه به تمايل ذاتي حيوانها براي ورود به بخش تاريك، بعد از مدت زماني اندك، موش از بخش سفید وارد بخش تاريك دستگاه مي شود. بلافاصله بعد از ورود حيوان به خانه سياه درب كشويي بسته شده و 10 ثانيه به حيوان فرصت داده مي شود تا با محيط مذكور آشنا شود. بعد از 10 ثانيه به آرامي حيوان به قفس نگهدارنده برگردانده مي شود موشهايي كه بيشتر از 120 ثانيه در ورود به بخش تاريك تاخير داشته باشند از ادامه آزمايش حذف مي شدند. پس از گذشت 30 دقيقه اين حيوان دوباره به بخش سفيد دستگاه منتقل شده و بعد از 5 ثانيه درب كشويي باز می شد تا حيوان وارد بخش تاريك شود. با ورود حيوان به بخش تاريك، درب كشويي  پشت سرحيوان بسته شده، حيوان تحريك الكتريكي با شدت يك ميلي آمپر و به مدت 3 ثانيه را دريافت مي كرد . با توجه به بسته بودن سقف اين بخش حيوان نمي تواند از شوك الكتريكي اجتناب كند (شوك اجتناب ناپذير). 20 ثانيه بعد از پايان تحريك حيوان از دستگاه خارج شده و به قفس نگهداريش منتقل مي شود. پس از گذشت 2 دقيقه مرحله دوم آموزش روي موش شوك گرفته انجام مي شود. در اين مرحله موش مانند دفعات قبل به خانه سفيد دستگاه منتقل شده و درب گيوتيني باز مي شود و ميزان تاخير ورود به بخش تاريك ثبت مي گردد. چنانچه موش به ميزان 120 ثانيه در ورود به بخش سياه تاخير داشته باشد اصطلاحاً يادگيري موفق
 برايش ثبت مي گردد و از دستگاه خارج شده و بلافاصله تزريق بعد از آموزش
 را دريافت مي كند. اما اگر موش در ورود به بخش تاريك كمتر از120 ثانيه تاخير داشته باشد، پس از ورود به بخش تاريك درب گيوتيني پشت سرش بسته شده و براي بار دوم شوك دريافت مي كند و پس از خارج كردن آن از دستگاه و گذشت 2 دقيقه دوباره مورد امتحان قرار مي گيرد. در صورت كسب يادگيري موفق از دستگاه خارج شده و تزريق بعد از آموزش را دريافت مي كند. در صورت عدم یادگیری در بار دوم موش از ادامه آزمایش حذف می شد. آزمون 24 ساعت پس از مرحله آموزش انجام مي شود. 5 دقیقه قبل از انجام تست تزریق دارو انجام می شود و در مواقعی که باید دو دارو تزریق شوند، بلافاصله بعد از تزریق اول، داروی دوم تزریق می شود. براي بررسي حافظه، هر موش، همانند روز اول، در بخش سفید دستگاه قرار گرفته، درب كشويي بعد از 5 ثانيه باز شده و زمان تاخير حيوان در ورود به بخش تاريك دستگاه به عنوان معياري براي بررسي ميزان حافظه در نظر گرفته مي شود. بيشترين زمان تاخير براي ورود به بخش تاريك ( محل دریافت شوک ) که به عنوان حافظه کامل شناخته می شود 300 ثانيه در نظر گرفته مي شود. 

داروهای مورد استفاده در این تحقیق عبارت بودند از اسکوپولامین
 ، فنیل افرین
 ، پرازوسین
 ، کلونیدین
 و یوهمبین
 ( سیگما ، آمریکا) که تمامی داروها بلافاصله قبل از آزمايش در سرم فيزيولوژيك ٩/0 درصد حل گرديدند.[image: image4.emf](ÊÇÎíÑ ÏÑ æÑæÏ Èå ÎÇäå ÓíÇå (ÈÑÍÓÈ ËÇäíå 
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 در مرحله تزريق، پس از برداشتن سيم داخل كانول راهنما، سر سوزن G27 دندانپزشكي در داخل كانول راهنما ی G ۲۲ قرار داده شده و در هر كانول ۵/۰ ميكروليتر دارو در مدت6٠ ثانيه تزريق مي شد. پس از کشتن  حيوان ها توسط كلروفرم  با تزريق رنگ متيلن بلو ١٪ (µl 5/0 ) به درون هر دو كانول، مغز از درون جمجمه بيرون آورده شده، درون فرمالين ١٠ درصد قرار      مي گرفت. پس از يك هفته، محل ورود كانول به مغز به وسيله میکروسکوپ لوپ مورد مطالعه قرار مي گرفت. (شکل 1 )

نمره حافظه هر گروه به صورت ميانگين و انحراف معيار استاندارد (Mean ± S.E.M  ) ثبت مي گرديد. به منظور تعيين وجود اختلاف معنا دار بين گروه ها، از روش تحلیل واريانس يك طرفه 
 و آزمون توكي
  استفاده گرديد. برای انجام  محاسبات آماري از نرم افزار SPSS و رسم نمودارها از نرم افزارSigma plot   استفاده شد .

تيمارهاي دارويي و آزمايش هاي انجام شده

1- آزمايش اول: بررسي تاثير تزريق اسکوپولامین بر روي حافظه اجتنابي مهاري. 

هفت گروه حيوان در اين آزمايش به كار رفت. گروه اول  بلافاصله پس از آموزش، سالين  (µl/rat  1) را به صورت  درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی دريافت كردند. سه گروه دیگر مقادير مختلف اسکوپولامین (µg/rat 2 ، 5/0 ، 25/0) را بلافاصله پس از آموزش به صورت درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی دريافت كردند، در روز آزمون این چهار گروه، 5 دقیقه قبل از آزمون، سالین (µl/rat  1)  را  به صورت درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی دریافت کردند. سه گروه باقیمانده بلافاصله بعد از آموزش، اسکوپولامین (µg/rat 2 ) را دریافت کردند و در روز آزمون مقادير مختلف اسکوپولامین (µg/rat 2، 5/0، 25/0) را 5 دقیقه قبل از آزمون به صورت درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی دريافت كردند. در روز آزمون ميزان حافظه مهاري اجتنابي گروههاي مختلف حيواني مورد مطالعه و اندازه گيري قرار گرفت. هر ستون نمايانگر ميانگين ± خطاي استاندارد مربوط به 8 موش در هر گروه است (در هر گروه 8 حیوان استفاده شد) ( شکل 2 ).

2- آزمايش دوم: بررسي تاثير تزريق درون مغزي فنیل افرین بر حافظه اجتنابي تخريب شده  ناشي از اسکوپولامین.

در اين آزمايش هفت گروه حيوان به كار رفت. گروه اول سالین (µl/rat  1) را بلافاصله بعد از آموزش و پنج دقیق قبل از آزمون دریافت نمود. شش  گروه  باقيمانده  بلافاصله  بعد  از آموزش، اسکوپولامین (µg/rat 2 ) را دریافت کردند و در روز آزمون سالین (µl/rat 1) یا اسکوپولامین (µg/rat 25/0 ) یا  فنیل افـرین (µg/rat5/0، 25/0) به همـراه سالیـن (µl/rat 1) و یـا اسکـوپولامیـن (µg/rat 25/0 ) بـه همـراه  فــنیل افریـن (µg/rat 5/0 ، 25/0) پنج دقیقه قبل از آزمون به  صورت درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی دریافت داشتند. 24 ساعت بعد از آموزش در روز تست ميزان حافظه مهاري اجتنابي گروههاي مختلف حيواني مورد مطالعه و اندازه گيري قرار گرفت. هر ستون نمايانگر ميانگين ± خطاي استاندارد مربوط به 8 موش در هر گروه است در هر گروه 8 حیوان استفاده شد. ( شکل 3 ).

3- آزمايش سوم: بررسي تاثير تزريق درون مغزي کلونیدین بر حافظه اجتنابي تخريب شده ناشي ازاسکوپولامین. در اين آزمايش هفت گروه حيوان به كار رفت. گروه اول سالین (µl/rat 1) را بلافاصله بعد از آموزش و پنج دقیق قبل از آزمون دریافت نمود. شش گروه باقيمانده بلافاصله بعد از آموزش اسکوپولامین (µg/rat 2 ) را دریافت کردند و در روزآزمون سالین (µl/rat 1) یا اسکوپولامین (µg/rat 25/0 ) یا کلونیدین (µg/rat50/0، 25/0) به همراه سالین (µl/rat 1)  و یا اسکوپولامین (µg/rat 25/0 ) را به همراه کلونیدین (µg/rat50/0، 25/0) را پنج دقیقه قبل از آزمون به صورت درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی دریافت داشتند. 24 ساعت بعد از آموزش در روز تست ميزان حافظه مهاري اجتنابي گروههاي مختلف حيواني مورد مطالعه و اندازه گيري قرار گرفت. هر ستون نمايانگر ميانگين ± خطاي استاندارد مربوط به 8 موش در هر گروه است در هر گروه 8 حیوان استفاده شد.     ( شکل 4 ).
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4- آزمايش چهارم: بررسي تاثير تزريق درون مغزي پرازوسین و یوهیمبین بر یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین. در اين آزمايش پنج گروه حيوان به كار رفت. تمامی گروه ها در روز آموزش  اسکوپولامین (µg/rat  2  ) را بلافاصله بعد از آموزش دریافت کردند. در روز آزمون، یکی از گروه ها سالین (µl/rat 1) بعلاوه اسکوپولامین (µg/rat 2 )، دو گروه دیگر مقادیر مختلف پرازوسین (µg/rat 2 ، 1 ) بعلاوه اسکوپولامین (µg/rat  2)  و دو گروه باقیمانده مقادیر مختلف یوهیمبین (µg/rat 2 ، 1 ) بعلاوه اسکوپولامین (µg/rat  2 ) را به صورت درون مغزي به داخل هیپوکامپ پشتی، پنج دقیقه قبل از آزمون دریافت داشتند. 24 ساعت بعد از آموزش در روز تست ميزان حافظه مهاري اجتنابي گروههاي مختلف حيواني مورد مطالعه و اندازه گيري قرار گرفت. هر ستون نمايانگر ميانگين ± خطاي استاندارد مربوط به 8 موش در هر گروه است در هر گروه 8 حیوان استفاده شد. ( شکل 5 ). 

يافته ها

مقطع بافتی مربوط به ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی که نشان دهنده محل قرار گیری صحیح  کانول در مقایسه با شکل شماتیک برگرفته از اطلس پاکسینوس می باشد. لازم به ذکر است که تنها داده های مربوط به حیواناتی که محل جراحی آنها در مقایسه با اطلس پاکسینوس صحیح بود، در آنالیز آماری مورد استفاده قرار گرفت ( شکل 1 ). آزمون آماري تحلیل واريانس يك طرفه نشان داد كه تزريق پس از آموزش اسکوپولامین( µg/rat 2 ، 5/0 )، در مقایسه با حیواناتی که سالین دریافت نمودند، سبب تخریب حافظه در روز آزمون گردید ] 001/0>p ،47/16=(28 ،3)F [.  

انجام آزمون مكمل توکی  نشان داد كه تزريق پس از آموزش اسکوپولامین (µg/rat 2 ،5/0) تاخير ورود به خانه سیاه ( محل شوک)، يا به اصطلاح ميزان حافظه را در 24 ساعت بعد كاهش داده است.

بنابراین می توان نتیجه گرفت که اسکوپولامین قادر است فراموشی را القاء کند. برای آنکه دریابیم که آیا اسکوپولامین می تواند یادگیری وابسته به وضعیت را ایجاد نماید، از تزریق پیش از آزمون مقادیر مختلف اسکوپولامین در حیواناتی که در روز آموزش مقدار (µg/rat 2) اسکوپولامین دریافت کردند استفاده شد. آزمون مکمل توکـی نشان داد که تزریـق مقادیـر ( µg/rat 2 ، 5/0) اسکوپولامین در مرحله پیش از آزمون، توانست تخریب حافظه ناشی از تزریق پس از آموزش مقدار (µg/rat 2) اسکوپولامین را مهار کند و یادگیری وابسته به وضعیت ایجاد نماید ] 001/0 > p ،71/14 = (28 ،3 ) F [. اکنون می توان برای بررسی اثرات عوامل آدرنرژیکی بر فراموشی ناشی از اسکوپولامین و همچنین یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین، از این مدلهای حیوانی استفاده نمود. (شکل 2). 
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تحلیل واريانس يك طرفه مشخص نمود که تزریق مقادیر مختلـف فنیل افـرین ( µg/rat  5/0 ، 25/0) و اسکـوپولامیـن  ( µg/rat  25/0) به تنهایی درون ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی قبل از آزمون به حیواناتی که در روز آموزش سالین دریافت کرده بودند، هیچ تغییر معنی داری در رابطه با زمان تأخیر ورود به خــانه سیاه (محل شوك ) (Step – Through Latency) يا به اصطلاح ميزان حافظه در مقایسه با گروه کنترل ( سالین - سالین ) ایجاد نکرده است              ] 05/0 < p ،24/1= (28 ،3) F[ چون این مقادیر دوزهای غیر موثرند یعنی خود به تنهایی قادر به بهبود حافظه تخریب شده نمی باشند. بعلاوه تحلیل واریانس یک طرفه و آزمون مکمل توکی نشان می دهد که  بکار بردن مقادیر مختلف فنیل افرین        ( µg/rat  5/0 ، 25/0) به همراه مقدار غیر موثر اسکوپولامین ( µg/rat  25/0) قادر به بهبود حافظه تخریب شده با اسکوپولامین روز آموزش ( µg/rat  2) می باشد و در روز آزمون توانست فراموشی  ناشی از اسکوپولامین ( µg/rat 2 ) در روز آموزش را بهبود بخشیده و سبب مهار فراموشی ناشی از اسکوپولامین و القاء یادگیری وابسته به وضعیت شود             ] 05/0 > p ،84/5= (42 ،5 )F[. کلونیدین آگونیست گیرنده- های آلفا -2- آدرنرژیک می باشد و سبب تحریک گیرنده های آلفا -2- آدرنرژیک می شود.

در آزمایش حاضر، این موضوع مورد بررسی قرار گرفت که تزریق مقادیر مختلف کلونیدین و تحریک گیرنده های آلفا-2- آدرنرژیک ناحیهCA1 هیپوکامپ پشتی، همانند فنیل افرین و تحریک گیرنده های آلفا -1-آدرنرژیک بر فرایندهای تشکیل حافظه و یادگیری تاثیری دارد یا خیر. تحلیل واريانس يك طرفه مشخص نمود که بکار بردن کلونیدین ( µg/rat 5/0 ) به تنهایی قبل از آزمون یا به همراه دوز غیر موثر اسکوپولامین    ( µg/rat 25/0) در روز آزمون می تواند فراموشی ناشی از اسکوپولامین ( µg/rat 2 ) در روز آمـوزش را بـهبود بخشیده و سبب مهار فراموشی ناشی از اسکوپولامین و القاء یادگیری وابسته به وضعیت شود] 001/0 > p ،54/13 = (42 ،5 ) F[.

آزمون مکمل توکی نشان داد که کلونیدین ( µg/rat 5/0) به تنهایی و به همراه مقدار غیر موثر اسکوپولامین                    ( µg/rat25/0) می تواند حافظه تخریب شده با اسکوپولامین روز آموزش را اصلاح کند.  

پرازوسین  و یوهیمبین، آنتاگونیست گیرنده های آلفا -1 و 2- آدرنرژیک هستند که توقف فعالیت این گیرنده ها قادر است اثرات متعددی را در سیستم عصبی مرکزی القاء کند، آنچه که تا به امروز در مورد اثرات مصرف پرازوسین و یوهیمبین بر فرایندهای حافظه و یادگیری پیشنهاد شده است، مهار این فرایندهاست با در نظر گرفتن نتایج به دست آمده از اثرات فنیل افرین و کلونیدین در آزمایـشات قبلی، در آزمایش حاضر اثرات تزریق دو طرفه پرازوسین و یوهیمبین به درون ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی بر روی یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین مورد بررسی قرار گرفت.

تزریق مقادیر مختلف پرازوسین (g/ratµ 2، 1) و یوهیمبین (g/ratµ 2، 1) در روز آزمون همراه با اسکوپولامین (g/ratµ 2) به حیواناتی که در روز آموزش اسکوپولامین (g/ratµ 2) دریافت کرده بودند، موجب فراموشی گردید و در واقع یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین را مهار کرد. بعلاوه آزمون آماری تحلیل واریانس یک طرفه نشان داد که بکار بردن پرازوسین و یوهیمبین قبل از آزمون، بازگشت حافظه القاء شده با اسکوپولامین روز آزمون را در موشهای که در روز آموزش نیز تحت تاثیر اسکوپولامین قرار داشتند، کاهش می دهد. آزمون مکمل توکی نشان داد که پرازوسین (g/ratµ 2، 1) و یوهیمبین(g/ratµ 2، 1) می توانند یادگیری وابسته به وضعیت القاء شده با اسکوپولامین را مهار نمایند ] 001/0> p ،    28/16 = (35 ،4 )F[. آزمون مکمل توکی نشان داد که پرازوسین (µg/rat 2،1) و یوهمبین (µg/rat 2،1) می توانند یادگیری وابسته به وضعیت القاء شده با اسکوپولامین را مهار نمایند.

بحث

حافظه که بعضي از مواقع بوسيله تغييرات در رفتار حيوان بعد از يادگيري سنجيده مي‏شود؛ منعكس كننده فرايندهاي زيادي شامل اكتساب، به رمز درآوردن، تثبيت، به يادآوري و عملكرد مي‏باشد [1]. 

مطالعات فارماکولوژی متعدد نشان می دهند که اسکوپولامین باعث تخریب حافظه و یادگیری در مدلهای مختلف یادگیری می شود و این تخریب مستقیماً با کاهش عملکرد سیستم کولینرژیک درارتباط می باشد. در بسیاری از مطالعات رفتاری صورت گرفته نشان داده شده است که اثرات آنتاگونیست موسکارینی کولینرژیک بسیار مشابه اثرات ایجاد شده توسط تخریب هیپوکامپ می باشد [32]. همچنین تخریب یا عملکرد معیوب نورونهای کولینرژیک ارتباط تنگاتنگی با نقص های شناختی ایجاد شده در بیماران آلزایمری دارد [11] گیرنده های موسکارینی از M1 تا M5 وجود دارند. اتصال استیل کولین به گیرنده های موسکارینی بسته به نوع گیرنده- های موسکارینی مسیرهای انتقال سیگنال متفاوتی را فعال   می کند و دو مسیر عمده ی انتقال سیگنال از این گیرنده ها عبارتند از: الف) مهار فعالیت آدنیلات سیکلاز و بدنبال آن کاهش سطح cAMP و ب) فعال کردن فسفاتیدیل اینوزیتول برای تشکیل دی اسیل گلیسرول
 و اینوزیتول تری فسفات
 [12] و اسکوپولامین با مهار انتقال سیگنال از طریق گیرنده- های موسکارینی باعث القاء فراموشی می شود [32] .

با تزریق دارو فورا بعد از تمرین دادن حیوان، اثر دارو بر روی تثبیت و استحکام اطلاعات
 نامیده می شود و چنانچه تزریق دارو قبل از آزمون حافظه انجام گیرد،  بر روی برگشت حافظه
 موثر است [1] و در مطالعه حاضر قرار شد اثر داروها روی تثبیت اطلاعات و برگشت حافظه مورد تحقیق صورت گیرد. بر همین اساس تزریق اسکوپولامین پس از آموزش صورت گرفت تا در واقع اثر آن بر تثبیت اطلاعات و داروهای دیگر ( اسکوپولامین و آلفا آدرنرژیک) هر کدام به تنهایی یا همراه با هم قبل از آزمون تزریق شدند تا اثر آنها بر برگشت حافظه مشخص شود.

یافته های ما در این مطالعه نشان می دهد که تزریق اسکوپولامین پس از آموزش به داخل ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی باعث تخریب حافظه  اجتنابی مهاری در روز آزمون می شود. نتایج مطالعه حاضر موافق با مطالعاتی می باشد که گزارش می نمایند استیل کولین یک میانجی عصبی مهم در زمینه حافظه و یادگیری می باشد [7]. در ادامه مشاهده گردید که با مصرف همان مقدار از اسکوپولامین پیش از آزمون، تخریب حافظه ناشی از مصرف اسکوپولامین در روز آموزش مهار شده و یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین ایجاد  می شود.

مشابه این پاسخ برای مورفین [38]، لیتیوم [37] و هیستامین  ADDIN EN.CITE.DATA 
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[35]
 مشاهده می شود و نشان می دهد که اسکوپولامین وضعیتی را در حافظه ایجاد می کند که در آن شرایـط حیوان قادر به یادگرفتن و یـادآوردن پاسخـی خاص می باشد، که به آن یادگیری وابسته به وضعیت گفته می شود.  یادگیری وابسته به وضعیت پدیده ای است که در حضور یک دارو ایجاد یا آموزش داده می شود و به یاد آوری اطلاعات تازه کسب شده تنها در شرایطی صورت می گیرد که فرد از لحاظی حسی و فیزیولوژیک در همان شرایطی قرار گیرد که اطلاعات در همان شرایط کد شده است ADDIN EN.CITE.DATA 
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[16, 23, 28]
، در طول 30 سال گذشته، این نوع یادگیری در مورد تعداد زیادی از داروها از جمله محرکهای دستگاه عصبی مرکزی، آرامش بخشها، اپیوئیدها و داروهای توهم زا و در گونه های مختلف حیوانی و حتی انسان گزارش شده است.  

نشان داده شده است نورونهای بالارو نورآدرنرژیک که از لوکوس سرولئوس منشأ می گیرند و نواحی مختلف مغز از جمله نئوکورتکس و هیپوکامپ را عصب دهی می نمایند در سازگاری رفتاری، توجه و تسهیل پردازش محرک های حسی جدید نقش دارند 
 ADDIN EN.CITE 

[3, 6]
 .

نتایج بدست آمده در این تحقیق  همچنین  آشکار نمود که یکی از دوزهای کلونیدین بکار رفته در این مطالعه باعث بهبود حافظه تخریب شده با تزریق اسکوپولامین پس از آموزش    می شود اما فنیل افرین در مقادیر بکار رفته در این تحقیق قادر به بهبود حافظه تخریب شده با اسکوپولامین نمی باشد به عبارتی تغییری را در زمان ورود به خانه سیاه (محل شوک ) نسبت به حیوانات گروه کنترل ایجاد نکرد زیرا مقادیر غیر موثر دارو    می باشند که به تنهایی اثری ندارند. به علاوه مطالعه حاضر نشان داد که مصرف همزمان مقادیر غیر موثر فنیل افرین یا کلونیدین به درون  ناحیهCA1  هیپوکامپ پشتی همراه با تزریق مقدار غیر موثر اسکوپولامین (g/ratµ 25/0) که به تنهایی قادر به ایجاد یادگیری وابسته به وضعیت نمی باشد، به حیواناتی که در روز آموزش دوز موثر اسکوپولامین (g/ratµ2)  را دریافت کرده بودند و دچار فراموشی شده بودند، سبب بهبود عملکرد حافظه و تقویت یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین گردید. پاسخ ایجاد شده با اسکوپولامین به علاوه آگونیست گیرنده های آلفا-1 یا آلفا-2 نشان دهنده وجود یک اثر سینرژیک بین اسکوپولامین و آگونیست گیرنده های آلفاـ آدرنرژیک می باشد. بنابراین مکانیسمهای رسپتورهای آلفا 1و2 نورآدرنرژیک ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی ممکن است در این جواب درگیر باشند و این نتایج، نقش گیرنده های آلفا آدرنرژیک هیپوکامپ پشتی را در یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین نشان می دهد. به عبارت دیگر این یافته ها تایید مطالعاتی است که نشان دهنده نقش سیستم آدرنرژیک ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

[20]
 و همچنین دخالت گیرنده های آلفا آدرنرژیک [25] در تنظیم عمل حافظه می باشد. تحقیقات زیادی نشان می دهند که تزریق آگونیست های آدرنرژیک به مانند اپی نفرین [15]، آمفتامین [21] و فنیل افرین ADDIN EN.CITE.DATA 
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[14]
 باعث تقویت حافظه در مدل هایی می شود که دارای نقص در حافظه می باشند. همچنین فنیل افرین به عنوان آگونیست آلفا - 1- آدرنوسپتور، حافظه اجتنابی را از طریق گیرنده های آلفا-1- پس سیناپسی افزایش می دهد [8].  

همچنین مطالعات پیشین نشان داده است که آگونیست گیرنده آلفا-1- آدرنرژیک ، فنیل افرین باعث تقویت بازخوانی حافظه می شود [10] . مطالعات فارماکولوژیکی نشان می دهد که گیرنده های آلفا–1– آدرنرژیک به صورت غالب پس سیناپسی می باشند 
 ADDIN EN.CITE 

[14]
. گیرنده های 1α، پلی فسفواینوزیتید هیدرولیز را تحریک می کنند، که موجب ایجاد اینوزیتول 5 و 4، 1 تری فسفات (IP3) و دی آسیل گلیسرول(DAG)        می شود.  Gqخانواده G پروتئینها ، گیرنده 1α را با فسفولیپاز C جفت می کنند.  IP3 آزاد شدنCa++  ذخیره شده در مخازن سلول را تحریک می کند و این امر سبب افزایش غلظت سیتوپلاسمیCa++   آزاد و فعال شدن انواع پروتئین کینازهای وابسته به کلسیم می شود. فعال شدن این گیرنده ها می تواند موجب افزایش جریان کلسیم میان غشای پلاسمایی سلولها شود. اینوزیتول 1و4و5 تری فسفات به طور پی در پی فسفوریله می شود که نهایتا موجب ایجاد یک اینوزیتول آزاد می گردد. DAG  نیز پروتئین کینازC  را فعال می کند که خود فعالیت بسیاری از مسیرهای پیام رسانی را تغییر می دهد. علاوه بر این، گیرنده های1α مسیرهای انتقال پیامی (Signal transduction )را فعال می کنند ADDIN EN.CITE.DATA 
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[20]
.گیرنده های آلفا–2– آدرنرژیک می توانند به صورت پیش سیناپسی یا پس سیناپسی در نورون های هیپوکامپ و لوب پیشانی و همچنین به صورت اتورسپتور در لوکوس سرلئوس وجود داشته باشند [31]. گیرنده های 2 α ، فعالیت آدنیلیل سیکلاز را مهار می کنند و موجب کاهش سطح cAMP داخل سلولی می شوند. علاوه بر این اثر که به خوبی به اثبات رسیده است، فعال شدن گیرنده های 2 α در مسیرهای پیامی اضافی نیز استفاده می گردد، که این مسیرها عبارتند از تنظیم فعالیت کانال یونی و فعالیت آنزیمهای مهمی که در مسیرهای انتقال پیام درگیرند. مهار آدنیلیل سیکلاز توسط 2 α از طریق پروتئین مهارکننده تنظیمی به نامGi  که گیرنده 2 α را به آدنیلیل سیکلاز مهار شده جفت  می کند اعمال می شود ADDIN EN.CITE.DATA 
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[21, 31]
.

بنابراین اثرات کلونیدین بر روی حافظه می تواند از طریق گیرنده های پیش سیناپسی یا پس سیناپسی آلفا-2- آدرنرژیک میانجی گری شود. نتایج ما شاید موافق با مطالعات پیشینی باشد که نشان می دهد کلونیدین به صورت مؤثری اختلالات حافظه القا شده با آنتاگونیست گیرنده های NMDA را اصلاح می نماید. اثرات آنتاگونیست های گیرنده های NMDA  بر روی حافظه احتمالاً از طریق هیپوکامپ میانجی گری می شود چرا که تزریق این آنتاگونیست ها به هیپوکامپ باعث تخریب حافظه می شود 
 ADDIN EN.CITE 

[4, 33]
. 

در این مطالعه همچنین اثر تزریق قبل از آزمون آنتاگونیست گیرنده آلفاـ1ـ آدرنرژیک ، پرازوسین یا آنتاگونیست گیرنده آلفاـ2ـ آدرنرژیک، یوهیمبین در حضور اسکوپولامین بر روی حافظه مورد بررسی قرار گرفت. نتایج ما نشان می دهد در حیواناتی که اسکوپولامین (µg/rat 2 ) را پس از آموزش و قبل از آزمون دریافت کرده بودند تزریق پرازوسین یا یوهیمبین بهبود حافظه القا شده با اسکوپولامین روز آزمون را کاهش   می دهد. در واقع پرازوسین و یوهیمبین به صورت معنی داری یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین را مهار می نماید. این نتایج شاید نشان دهنده این باشد که یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین از طریق گیرنده های آلفاـ آدرنرژیک در هیپوکامپ میانجی گری می شود. تخریب حافظه  القا شده با پرازوسین در این مطالعه شاید موافق با یافته های دیگری باشد که نشان می دهد پرازوسین باعث کاهش اکتساب حافظه    می گردد 
 ADDIN EN.CITE 

[22, 26]
. مطالعات دیگر نشان می دهند که در ماز آبی موریس تزریق قبل یا بعد از آموزش پرازوسین به استریاترمینالیس باعث تخریب اکتساب یا بازخوانی حافظه گردد فضایی می شود در حالیکه تزریق نوراپی نفرین به این ناحیه باعث پیشرفت اکتساب یا بازخوانی حافظه می گردد. این اثر تقویت کننده نوراپی نفرین با به کار بردن هم زمان پرازوسین تضعیف می گردد [8]. در تحقیقی نشان داده شد که تزریق پس از آموزش پرازوسین به صورت درون بطنی باعث کاهش حافظه در موش های صحرایی می شود ADDIN EN.CITE.DATA 
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[36]
. به علاوه تزریق محیطی پرازوسین نیز باعث تخریب حافظه می گردد [27]. مطالعات دیگری نیز نشان می دهند که یوهیمبین قادر به تخریب حافظة  فضایی فعال در میمون ها می شود و این نقص حافظه توسط آگونیست های آلفا-2-آدرنرژیک اصلاح        می گردد [2]. با در نظر گرفتن اثرات تقویت کننده آگونیستهای گیرنده های آلفا-1و آلفا-2- آدرنرژیک بر روی حافظه و اثرات مخرب آنتاگونیست های آلفا-1 و آلفا-2- آدرنرژیک بر روی حافظه زمانی که همراه با اسکوپولامین به کار برده  می شوند، این احتمال مطرح می شود که یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین با فعال شدن گیرنده های آلفا آدرنرژیک در ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی در ارتباط می باشد. هر چند آزمایشات بیشتری برای روشن شدن مکانیسم واقعی بر هم کنش اسکوپولامین و گیرنده های آلفا- آدرنرژیک لازم می باشد.

سپاسگزاري

بدین وسیله از زحمات مریم السادات شاهین که  ما را  در آماده سازی اين مقاله یاری نموده اند و همچنین از مرکز تحقیقات علوم اعصاب دانشگاه علوم پزشکی گلستان تشكر و قدردانی مي گردد.
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شکل 4ـ اثر کلونیدین بر حافظه اجتنابی مهاری و بر حافظه اجتنابی تخریب شده با اسکوپولامین. 001/0 ***P < در مقايسه با گروه سالين/ سالين و         001/0 P <+++ ، 01/0 P <++ در مقایسه با اسکوپولامین  ( µg/rat 2 ) / اسکوپولامین ( µg/rat 25/0) می باشد.







شکل 5 ـ اثر پرازوسین و یوهمبین بر روی یادگیری وابسته به وضعیت اسکوپولامین . 001/0 ***P <  ، 01/0 **P < در مقايسه با گروه اسکوپولامین ( µg/rat 2 ) / اسکوپولامین ( µg/rat 2 ) می باشد.











� EMBED SigmaPlotGraphicObject.9 ���







شکل3- اثر فنیل افرین بر حافظه اجتنابی تخریب شده با اسکوپولامین. 



 001/0 ***P <  ، 01/0 **P < در مقايسه با گروه سالين/ سالين و      001/0 P <+++  ، 01/0 P <++ در مقایسه با اسکوپولامین (µg/rat 2 ) / اسکوپولامین ( µg/rat 25/0 ) می باشد.



















شکل 1- عکس مقطع بافتی مربوط به کانول گذاری در ناحیه CA1 ( الف ) و شکل شماتیک برگرفته از اطلس پاکسینوس که محل ناحیه CA1 در آن مشخص شده است ( ب )
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شکل 2- آثار تزريق پس از آموزش  و پیش آزمون اسکوپولامین بر حافظه اجتنابي مهاري . 001/0 ***P<  در مقايسه با گروه سالين/ سالين و        001/0 P <+++  در مقایسه با سالين/ اسکوپولامین( µg/rat 2 )  می باشد.
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