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

Abstract

Introduction: According to previous studies, colchicine causes neuronal destruction and learning depression. In this 

project, effects of colchicine injection into the CA1 and interaction between colchicine and nitric oxide (NO) in this 

area on the expression of drug-seeking behavior were investigated.

Methods: Wistar rats (250-300 g) were bilaterally cannulated at the CA1 area. Colchicine (2-8 μg/rat) was 

bilaterally administered after the placement of the cannulas and the treated animals were then allowed to recover for 

about 1 week before behavioral measurements began. Place conditioning was induced by morphine (2.5-5 mg/kg/day, 

s.c.) and conducted using a five-day schedule of an unbiased task including familiarization, conditioning and testing.

NO agents were injected into the CA1 on the day of the testing and the data were analyzed by ANOVA after reviewing 

the data recorded by Ethovision.

Results: Colchicine significantly reduced the drug-seeking behaviors but morphine caused an increase in these 

behaviors of colchicine treated rats. NO agents did not show any significant effect except for the compartment entering.

Conclusion: Colchicine may decrease the CA1 neural cell population but morphine increases the signs through a 

mechanism, which is probably dopamine dependent. The NO agents may produce the effects by dopamine due to 

induction of morphine.
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 1387 بهار، 1، شمارة 12جلد  فيزيولوژي و فارماكولوژي

2B برهمكنش كلشي سين و نيتريك اكسايد ناحيه CA1 در بيان رفتار       

 جستجوي دارو القائي مرفين

45Bسهيلا پورخدادادP

1
Pمنيژه كرمي ،P

1*
Pمحمد رضا جلالي ندوشن ،P

2
P 

 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه دانشگاه شاهد، تهران. 1
46B2 .گروه پاتولوژي، دانشكده پزشكي دانشگاه شاهد، تهران 

40B41  89 آبان 23: دريافتB90 خرداد 21: پذيرش 
 همكارانو  ستاريان ها كتكولامين تجزيه و هاي دخيل در بيوسنتز بيان ژن برخي آنزيم مرفين و

44Bچكيده 
3Bدر اين تحقيق اثر تزريـق كلشـي سـين داخـل     . قيقات قبلي كلشي سين باعث تخريب نوروني و تضعيف يادگيري مي شودطبق تح: مقدمهCA1    هيپوكامـپ و بـرهمكنش

     .كلشي سين و نيتريك اكسايد آن ناحيه بر روي رفتار جستجوي دارو مطالعه شد
 4Bستفاده و ناحيه ا) گرم  250 - 300(موش سفيد بزرگ نژاد ويستار  250از  :روش هاCA1     كلشـي سـين   .هيپوكامپ اين حيوانات به صورت دو طرفـه كـانول گـذاري شـد

)μg/rat 8- 2(  هاي حين جراحي و پس از تثبيت كانولCA1يك هفته پس از بهبودي حيوانات، جريان شرطي سازي به روش غير طرفـدار و بـه   . ، به داخل هسته تزريق گرديد
به صورت زيـر جلـدي روزانـه يكبـار تجـويز      ) mg/kg5-5/2 (در مرحله شرطي سازي، مرفين . سه مرحله آشنايي، شرطي سازي و آزمون اجرا شد صورت يك برنامه پنج روزه در

 .بررسي گرديد ANOVA رفتارها با سيستم اتوويژن ثبت و داده ها به كمك. در مرحله آزمون داخل مغزي تزريق شد L-NAMEآرژينين و  –L. گرديد
5Bتـردد اثـر    كلشي سين باعث كاهش علائم رفتاري و مرفين باعث تقويت آن ها در حيوانات تحت تجويز كلشي سين شد ولي عوامل نيتريك اكسايد جز بر ميـزان  :يافته ها

  .معني داري را نشان ندادند
6Bكلشي سين احتمالا به علت كاهش تعداد نوروني ناحيه  :جه گيريينتCA1 د و مرفين به واسـطه افـزايش سـطح دوپـامين اثـر افزايشـي       رفتار جستجوي دارو را كاهش دا
 .تاثير عوامل سيستم نيتريك اكسايد نيز محتملا به واسطه دوپامين تحت القائ مرفين حادث گرديد. داشت
 

86Bكلشي سين،  :هاي كليدي واژهCA1 هيپوكامپ، مرفين، رفتار جستجوي دارو، نيتريك اكسايد 

42BمقدمهP0F

* 

و همچنين از   .Colchicum autumnale Lازكلشي سين 
استخراج مي شـود   Liliaceaeگياهان متنوع مربوط به خانواده 

كلشي سين اولين بـار بـراي درمـان نقـرس توسـط      ]. 2و  28[
Pedamius Dioscoride    19[ در قرن ششـم پيشـنهاد شـد .[

 

 

 karami@shahed.ac.ir                        :باتنويسندة مسئول مكات *
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سـاختار سـه حلقـه اي مركـب از حلقـه بنزنـي       داراي اين ماده 
و حلقه هفت ضـلعي  ) Cحلقه( ، حلقه تروپون متوكسي)Aحلقه(
كلشـي  ]. 19[مي باشـد  C7 داراي استاميد در موقعيت ) Bحلقه(

اي از اعمال سلولي از جمله ميتوز، ترشح، طويل  سين مجموعه
. شدن سلول، مورفولوژي و حركت سلول را تخريـب مـي كنـد   

ــيون     ــار پليمريزاس ــين مه ــي س ــل كلش ــلي عم ــم اص مكانيس
      كـه بـه توبـولين متصـل     ميكروتوبول ها است بـه ايـن شـكل    

مي شود و ميكروتوبول ها را دپليمريزه مي كند و باعث تخريب 
فرايندهاي انتقالي وابسته به ميكروتوبـول هـا از جملـه جريـان     

 1347تأسيس  
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اســاس مطالعــات  بــر]. 10[ آكسوپلاســميك ســريع مــي شــود
بيوشيميايي، روند يادگيري به ويژه انتقال سيگنال نياز به انتقال 

كلشي سـين بـه عنـوان مهـار     . ]2[ سيتوپلاسم داردپروتئين در 
ــان      ــب جري ــولين و تخري ــه توب ــال ب ــا اتص ــوز، ب ــده ميت كنن
آكسوپلاسميك اين رونـد را بـه واسـطه اثـرات نوروتوكسـيك      

ايـن آلكالوييـد گيـاهي مـي توانـد      ]. 17و26[مختل مـي كنـد   
خصوصيات عملكردي سلول هاي عصبي را تحت الاشعاع قـرار  

گزارش كردنـد كـه اضـافه     Steward و Goldschmiat. دهد
شدن مستقيم كلشي سين به داخل هيپوكامـپ باعـث تخريـب    

 ].27[مي شود  Mossy fiberسلول هاي گرانولي و 
هيپوكامپ داراي نقش اساسي در شكل گيري چندين نـوع  

صـدمه بـه تشـكيلات    . حافظه از جمله حافظه فضايي مي باشد
حافظه فضايي را مختـل  هيپوكامپ يا اتصالات آن، يادگيري و 

اثرات تقويتي اپيات ها شناخته و نشـان داده شـده   ]. 7[ مي كند
است كه سيستم دوپامينرژيك مزوليمبيك روي اثـرات تقـويتي   

نشان داد علاوه بر ) Bardo  )1998].11[ آن ها دخالت مي كند
سيستم مزوليمبيك، ساختارهاي ديگـري شـامل هيپوكامـپ در    

كامپ پشتي بالاترين غلظت دوپامين را هيپو. پاداش نقش دارند
در آزادسـازي دوپـامين    NO كه بـر طبـق شـواهد   ] 9[ داراست

ايـن پپتيـدها بـه همـراه گلوتامـات در      ]. 11[ دخالت مـي كنـد  
 lateral perforantسيناپس هاي فيبرهاي خـزه اي و مسـير   

آزاد مي شوند و در تعديل تحريك پذيري سلول هاي پيراميدال 
 ].29[ دارندهيپوكامپ نقش 

NO    ــال ــادي از اعم ــداد زي ــميتر تع ــوان نوروترنس ــه عن ب
 بيولوژيك از جمله يادگيري و حافظه را واسطه گـري مـي كنـد   

نشان داده شده است كه نيتريك اكسـايد بـه عنـوان    ]. 3و 30[
اگـر مهاركننـده نيتريـك    . دخالت دارد LTPپيامبر برگشتي در 

سيناپسـي اثـر    بر روي نورون هاي پـس  (NOS) اكسايد سنتاز
اين امر نشان مي دهـد كـه   . مهار مي گردد LTPداده شود القا 

  توليـد   NOS نيتريك اكسايد در نورون پـس سيناپسـي توسـط   
مي شود، آنگاه در فضاي سيناپسي انتشار مـي يابـد و بـر روي    
ترمينال هاي پيش سيناپسي اثر مي گـذارد و بـه عنـوان يـك     

در ]. 1و 16[ نقش مـي كنـد  ايفاي LTP پيامبر برگشتي در القا 
مطالعات قبلي مشخص شد كه ايجاد وابستگي غذائي به مرفين 

هيپوكامپ و تقويت  CA1تشديد شده در ناحيه  LTPباعث القا 
روند يادگيري و حافظه فضايي موش هاي تحت تيمار با مرفين 

از آنجاكه نقش نيتريـك اكسـايد هيپوكامـپ در    ]. 22[ مي شود
مانند شرطي سازي مكاني با مرفين محتمل القاي اثرات پاداشي 

مي باشد در اين تحقيق سعي شد تا با تزريق دو طرفـه كلشـي   
هيپوكامپ مقدم بر جريان شرطي سازي با  CA1 سين به داخل

مرفين تاثير اين عامل نوروتوكسيك موثر بر كاهش نوروني بـر  
 CA1 جريــان مــذكور و نيــز  تــداخل نيتريــك اكســايد ناحيــه

ا كلشي سين بر روي رفتـار جسـتجوي دارو تحـت    هيپوكامپ ب
 .القاي مرفين در مدل شرطي بررسي شود

 ها روش و مواد

در اين آزمايش از موش هاي سفيد بزرگ نر نژاد ويستار بـا  
پاستور ايران خريـداري شـد    گرم كه از انستيتو 250 -300وزن 

 قفـس  تـايي در  4به صورت دسته هاي  حيواناتاستفاده گرديد 
نگـه داري   ساعته 12 روشنايي-تاريكيسيكل  باتاندارد ي اسها

 دسترسـي  كافي غذاي و آب بهطي تمام مراحل  حيوانات. شدند
 .داشتند

 داروهاي استفاده شده در اين آزمايش شامل سولفات مرفين
، ايــران بــا مجــوز رســمي وزارت TEMADخريــد از شــركت(

-NGو ) USAاز شــركت ســيگما، ( آرژينــين  -Lو ) بهداشــت

nitro-L-arginine methyl ester(L-NAME) )USA 

Biochemical Inc., (و كلشي سين )   از شركت مـرك كشـور
) از سازمان دامپزشكي كشور، تهران(زايلزين –و كتامين ) آلمان

زايلـزين بـه    -مرفين به صورت زير جلدي و كتـامين . مي باشد
. تزريـق شـد  ) بـه ازاي وزن هـر مـوش   ( صورت داخل صـفاقي 

-Lآرژينـين و  - Lمـورد نظـر از كلشـي سـين و     غلظـت هـاي  

NAME  در سرم فيزيولوژيك استريل به طور تازه تهيه شده و
در روز جراحي و يا تست به صورت دو طرفـه بـه داخـل ناحيـه     

CA1 هيپوكامپ تزريق گرديد. 
ــامين    ــط كتـ ــات توسـ ــزين) mg/kg100(حيوانـ  و زايلـ

)mg/kg20 (ســپس حيــوان در دســتگاه . بيهــوش مــي شــدند
يك برش در سطح جمجمه ايجاد، . استرئوتاكس قرار مي گرفت

-8/3دو سوراخ در جمجمه طبق اطلس پاكسينوز به مختصـات  
AP:  8/1وL:± 3 و V:   كـانول هـاي راهنمـا    . ايجاد مـي شـد

        مطــابق مختصــات نصــب  g21  ســاخته شــده از ســر ســوزن
 مي شدند و در حاليكه حيوان در دسـتگاه مقيـد بـود تزريـق دو    
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عمل تزريق بـه داخـل ناحيـه    . طرفه كلشي سين انجام مي شد
CA1    هيپوكامپ توسط كانول تزريق كـه از سـر سـوزن g 27 

اطراف كانول ها . دندانپزشكي ساخته مي شد صورت مي گرفت
در سطح جمجمه توسط سيمان دندانپزشكي و يـك عـدد پـيچ    

 . عينك محكم مي گرديد
ير طرفدار يا بي براي شرطي سازي حيوانات از يك روش غ

دسـتگاه  . طرف مشتمل بر سه روز شرطي سـازي اسـتفاده شـد   
شرطي سازي، محفظه اي از جنس چوب و بـه رنـگ سـفيد در    

سانتي متر است كه در خط وسط، داراي يـك   30×30×60ابعاد 
ديواره كشويي است، در سطوح ثابت دو قسمت شـرطي كننـده   

دسي متفـاوتي  اين دستگاه، به كمك نوار چسب سياه، نقوش هن
براي ايجاد حس متفاوت تعبيه و طراحي شده و حيوانات با ايـن  

در اين روز، هر حيـوان ابتـدا   . دستگاه در روز آشنايي آشنا شدند
سـانتي متـر    12وزن گرديد، سپس در حالي كه ديـواره حايـل،   

دقيقـه   15بالاتر از كف محفظه ثابت شده بود، آزادانه به مـدت  
 ـ ده حركـت كـرد تـا مشـخص شـود      بين دو قسمت شرطي كنن

اگر حيـوان  . نسبت به اين محفظه حالت غير طرفدار دارد يا خير
ترجيح مشخصي به يكي از دو قسمت داشـت، حـذف و توسـط    

 . حيوان مناسب ديگر جايگزين مي گرديد
حيوانات آشنايي داده شده، طي سه روز بعـد شـرطي شـدند    

وز بـه  كه اين مرحله شامل دو جلسـه شـرطي سـازي در هـر ر    
ساعت، اولي صبح و بعدي بعد ازظهر بود و طـي ايـن    6فاصله 

، 5مرفين تحت مقادير  (جلسات، يك بار تزريق زير جلدي دارو 
و بار ديگر تزريق زير جلدي سالين ) ميلي گرم بر كيلو گرم 5/2

حيوانات تحت آزمايش با ايـن روش، در روز اول  . انجام مي شد
ز ظهر سـالين، و در روز بعـد،   شرطي سازي، صبح مرفين و بعد ا

صبح سالين و بعد از ظهر مرفين، و روز بعـد مجـددا ماننـد روز    
طـول  . اول صبح مرفين و بعد از ظهر سالين دريافت مي كردند

پـس از دريافـت مـرفين و يـا     (مدت هر جلسه شـرطي سـازي   
روز آخر يا روز آزمون شرايطي ماننـد روز  . دقيقه بود 45) سالين

مي شد و هر حيوان بدون مرفين ولي در صـورت  آشنايي ايجاد 
آرژينـين در   -Lو  L-NAME نياز پس از تزريق داخل مغـزي 

 15( آزمــون مــي شــد) g/ratμ 3 ،1 ،3/0(دوز هــاي مختلــف 
زمان توقف در دو قسمت شرطي كننده توسـط سيسـتم   ). دقيقه

اتوويژن ثبت مي شد و براي هر حيوان كـه در قسـمتي خـاص    
) فين را در آن قسـمت دريافـت مـي كـرد    مـر (شرطي شده بود 

دقيقه آزمـون نسـبت    15تفاوت زمان توقف در اين قسمت طي 
به ميزان توقف در آن سمت طي آشنايي به عنوان زمـان تغييـر   

در روز آزمـون  . در ترجيح مكاني بر حسب ثانيه محاسبه مي شد
ــو كشــيدن و  (Snifing) رفتارهــاي جســتجوي دارو شــامل ب

 و تردد بـين دو قسـمت دسـتگاه شـرطي    Rearing) ( ايستادن
سنجش گرديد زيـرا سـه     (Compartment entering)كننده

شاخصه فوق نشانگرهاي اصلي مكانيسم هـاي حركتـي بـراي    
 ]. 23و18و13[ روند جستجوي دارو در نظر گرفته مي شوند

يك طرفه  ANOVAكليه داده ها به كمك آناليز واريانس 
بـه منظـور     LSDآزمون. ي شدبررسو در صورت نياز سه طرفه 

 .معنا دار تلقي گرديد p< 0.05بررسي بيشتر انجام گرفت و 

 يافته ها

پاسـخ كلشـي   ) 1(جـدول  : اثر كلشي سين بر علائم رفتاري
را در بــروز علائــم هــايي ماننــد بــو ) μg/rat 1،2،4،6،8( سـين 

كشيدن، ايستادن و ميزان تردد به دو قسـمت دسـتگاه شـرطي    
 .دهد كننده نشان مي

 :اثر كلشي سين در بروز رفتار بو كشيدن) الف
آناليز واريانس يك طرفه نشان مي دهد كه كلشي سين اثر 

 } p< 0.01،F5/30=1.97 {.معني داري بر رفتار بو كشيدن دارد
نشان مي دهد كه كلشي سين در  LSDبررسي بيشتر با آزمون 

ين رفتار نسبت به كنترل اثر معني داري بر روي ا μg/rat 2دوز 
 .دارد

آنـاليز واريـانس يـك    : اثر كلشي سين بر رفتار ايستادن) ب
طرفه نشان مي دهد كه كلشي سين اثر معني داري بر رفتار بـو  

بررسـي بيشـتر بـا    . }F5/30 =1.88, p< 0.01{ كشـيدن دارد 
اثـر   μg/rat 8بيان گر آن است كه كلشـي سـين    LSD آزمون

 .معني داري نسبت به گروه كنترل دارد
اثر كلشي سين بر رفتار حركتي حيوانات تحت آزمـايش  ) ج

آنـاليز  : در ورود به هريك از دو بخش دسـتگاه شـرطي سـازي   
واريانس يك طرفه نشان مي دهد كه كلشـي سـين اثـر معنـي     

   بررسـي بيشـتر نشـان    . {F5/30= 1.57 ,p< 0.01 }داري دارد 
 .ي دهداثر معني دار نشان م μg/rat 6مي دهد كه اين ماده در 

اثر مرفين در بيان نشان هاي رفتاري موش شرطي شده اي 
 كلشـي سـين  ) CA1(كه قبلا تحت تزريق داخـل هيپوكـامپي   
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g/ratμ 2  به عنوان عامل تخريب(Lesion) قرار گرفته است: 
را در بروز علائـم بـو   ) mg/kg5 ،5/2 (پاسخ مرفين ) 2(جدول 

دسـتگاه  كشيدن و ايستادن و ميـزان تـردد بـه هـر دو بخـش      
 .شرطي كننده نشان مي دهد

آنـاليز واريـانس يـك    : اثر مرفين بر رفتار بـو كشـيدن  ) الف

طرفه نشان مي دهد كه مرفين در بروز علائم بـو كشـيدن اثـر    
 .(p >0.05) معني داري ندارد

آناليز واريانس يـك طرفـه   : اثر مرفين بر رفتار ايستادن) ب
رفتـار ايسـتادن   نشان مي دهد كه مـرفين اثـر معنـي داري بـر     

آناليز بيشتر نشان مي دهد كه .  {F2/15=8.02 , p< 0.01}دارد

 است p< 0.05*شده و مورد آزمون بيشتر واقع  LSDداده ها با . علائم رفتاري القاء شده به وسيله كلشي سين -1جدول  

ميزان تردد به دو  
قسمت دستگاه شرطي 

 (No./15min) كننده

 ايستادن
(No./15min) 

 بو كشيدن
(No./15min) 

 كلشي سين
(μg/rat) 

 18.75 ± 1.62 28.40± 2.04 7.45 ± 0.55 0 
 19.00 ± 3.89 25.75 ± 5.51 7.00± 1.87 1 
 20.66 ± 6.22 27.33 ± 6.88 2.66 ± 1.20* 2 
 18.00 ± 3.00 28.50 ± 9.50 4.00 ± 1.00 4 
 9.50 ± 3.06* 17.75 ± 3.47 5.75  ± 1.79 6 
 12.25 ± 3.63 15.25 ± 4.58* 7.33 ± 2.84 8 

 
 

در ناحيـه هيپوكامـپ    µg/rat 2حيوانات يك هفته قبـل بـا كلشـي سـين     . تاثير مرفين در بروز رفتارهاي جستجوي دارو -2جدول 
 است p< 0.01**و p < 0.05*مورد آزمون بيشتر واقع شده و  LSDه ها با داد. مواجه شدند

ميزان تردد به دو قسمت 
 دستگاه شرطي كننده

(No./15min) 

 ايستادن
(No./15min) 

 بو كشيدن
(No./15min) 

 g/ratμ 2كلشي سين  
 دوزهاي مرفين

(mg/kg) 

17.75 ± 1.75 25.00 ± 1.58 10.00 ± 2.04 0 

37.50 ± 1.50** 46.00 ± 9.00* 13.5 ± 1.50 2.5 

25.00 ± 00 26.00 ± 2.00 9.50 ± 0.50 5 
 
 

را در ناحيـه هيپوكامـپ    µg/rat 8 قبـل كلشـي سـين    حيوانات يـك هفتـه  . تاثير مرفين در بروز رفتارهاي جستجوي دارو -3جدول
 .دريافت كردند

ميزان تردد به دو قسمت 
 دستگاه شرطي كننده

(No./15min) 

 ايستادن
(No./15min) 

 بو كشيدن
(No./15min) 

 g/ratμ8كلشي سين  
 دوزهاي مرفين

(mg/kg) 

27.75 ± 12.26 21.00 ± 7.52 14.5 ± 3.17 0 

12.00 ± 5.00 12.50 ± 10.50 5.50 ± 2.50 2.5 

17.00 ± 4.16 12.33 ± 3.17 8.66 ± 2.90 5 
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 .معني دار است mg/kg 5/2 اين اثر در
اثر مرفين بر رفتار حركتي حيوانـات تحـت آزمـايش در    )  ج

آنــاليز : ورود بــه هريــك از دو بخــش دســتگاه شــرطي ســازي
تـار  واريانس يك طرفه نشان مي دهد كه مرفين در بروز اين رف

آنـاليز هـاي   {F2/15=16.57, p< 0.001} . اثر معني داري دارد
دارو ايجـاد   mg/kg5/2 متعاقب نشان مي دهد كه اين اثـر در  

 .مي شود
اثر مرفين در بيان نشان هاي رفتاري موش شرطي شده كه 

 μg/ratكلشي سين  )CA1( قبلا تحت تزريق داخل هيپوكامپي
جـدول   :ار گرفته اسـت قر (Lesion)به عنوان عامل تخريب  8
آناليز واريانس يك طرفه نشـان مـي دهـد كـه مـرفين در      ) 3(

دوزهاي مختلف در بروز علائم رفتاري اثـر معنـي داري نشـان    
 .(p>0.05) نمي دهد

اثر عوامل نيتريك اكسايد در بيان نشان هاي رفتاري موش 

هاي شرطي شـده بـا مـرفين كـه قـبلا تحـت تزريـق داخـل         
ــوان عامــل  µg/rat2ي ســين كلشــ CA1هيپوكــامپي  ــه عن ب

آرژينـين   –Lاثـر  ) 4(جـدول   :واقع شده اند Lesion) (تخريب
g/rat)μ 3 را در بروز علائـم رفتـاري نمونـه هـاي      )3/0و  1و

كه با مرفين شرطي شـده   μg/rat 2 تحت تخريب كلشي سين
 :اند نشان مي دهد

ك آناليز واريانس ي: آرژينين بر رفتار بو كشيدن - Lاثر) الف
 طرفه اثـر معنـي داري در بـروز ايـن رفتـار نشـان نمـي دهـد        

.(p>0.05) 
آنـاليز واريـانس يـك    : آرژينين بر رفتار ايستادن - Lاثر) ب

 طرفه اثـر معنـي داري در بـروز ايـن رفتـار نشـان نمـي دهـد        
.(p>0.05) 

آرژينين بر رفتار حركتي حيوانات تحت آزمـايش   -Lاثر ) ج
آنـاليز  : تگاه شـرطي سـازي  در ورود به هريك از دو بخش دس ـ

هفتـه قبـل   اين حيوانات يك . μg/rat2 با كلشي سين Lesion وانات تحتآرژينين بر رفتارهاي جستجوي دارو در حي - Lاثر  -4 جدول 
به آن ها تجويز شد و سرانجام در روز آزمـون تحـت    5 (mg/kg)كلشي سين را داخل مغزي دريافت كردند و در جريان شرطي سازي مرفين 

 .آرژينين قرار گرفته اند -  Lتزريق مستقيم
ميزان تردد به دو قسمت  

 كنندهدستگاه شرطي 
(No./15min) 

 ايستادن
(No./15min) 

 بو كشيدن
(No./15min) 

 g/ratμ 2كلشي سين  
 (mg/kg) 5مرفين

L-Arg (0/3,1,3  mg/kg) 
 27.75 ± 4.64 36.25 ± 6.25 11.25 ± 1.60 0 
 26.00 ± 8.00 32.50 ± 6.50 14.50 ± 0.50 0.3 
 31.50 ± 9.50 54.50 ± 17.50 6.50 ± 1.50 1 
 22.50 ± 2.50 29.00 ± 7.00 8.50 ± 0.50 3 

 
 

به اين حيوانات يك هفتـه قبـل    .μg/rat2 با كلشي سين Lesionبر رفتارهاي جستجوي دارو در حيوانات تحت  L-NAMEاثر  -5جدول 
تزريـق  گرفتند و سـرانجام در روز آزمـون تحـت     5 (mg/kg)كلشي سين به صورت داخل مغزي تزريق شد و در جريان شرطي سازي مرفين 

 .است p< 0.01**مورد آزمون بيشتر واقع شده و  LSDداده ها با . واقع شدند L-NAMEمستقيم 
 

ميزان تردد به دو قسمت 
 دستگاه شرطي كننده

(No./15min) 

 
 ايستادن

(No./15min) 

 
 بو كشيدن

(No./15min) 

 g/ratμ  2كلشي سين 
 (mg/kg) 5مرفين

L-Arg (3 mg/kg) 
L-NAME (0/3,1,3 mg/kg) 

20.50 ± 4.50 26.00 ± 2.00 8.50 ± 0.50 0 

44.50 ± 1.50** 63.00 ± 1.00 14.50 ± 0.50 0.3 

31.66 ± 3.38 46.33 ± 14.51 15.00 ± 5.56 1 

41.50 ± 0.50** 33.00 ± 1.00 15.50 ± 0.50 3 
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   واريانس يك طرفه اثر معنـي داري در بـروز ايـن رفتـار نشـان      
 (p>0.05). نمي دهد

را در بـروز   )3/0و1وL-NAME/gμ 3 (ratاثـر  ) 5(جدول 
 μg/ratعلائم رفتاري موش هاي تحت تخريب با كلشي سـين 

آنـاليز  : را نشان مي دهد كه كه با مـرفين شـرطي شـده انـد     2
ك طرفه اثر معني داري در بروز رفتارهاي ايستادن و واريانس ي

در بـروز رفتارهـاي    L-NAMEاما  .بو كشيدن نشان نمي دهد
جستجوي دارو و ميزان تردد بين دو قسمت شـرطي كننـده در   

ــد    ــي ده ــان م ــي داري را نش ــر معن ــتگاه اث  {p<0.001. دس
 F3/20= 10.41}و

اري موش اثر عوامل نيتريك اكسايد در بيان نشان هاي رفت
كلشـي   CA1هاي شرطي شده اي كه قبلا تحت تزريق داخل 

قرار گرفتـه   (Lesion) به عنوان عامل تخريب g/ratμ 8سين 
آرژينـين و   –Lآناليز واريانس يك طرفه نشان مي دهد كه  :اند

L-NAME    اثر معني داري بر روي رفتارهـاي جسـتجوي دارو
 ).6و7جداول (  (p> 0.05)نداشته اند

در بيان  CA1كلشي سين و نيتريك اكسايد در برهمكنش 
 :نشان هاي رفتاري موش هاي شرطي با مرفين

آناليز واريانس سه طرفه نشان مي دهد كه كلشـي سـين و   
در بيان نشـان هـاي رفتـاري مـوش      CA1نيتريك اكسايد در 

ــد     ــرهمكنش دارنـ ــرفين بـ ــا مـ ــده بـ ــرطي شـ ــاي شـ           هـ
.(FDrug*Dose (2,54)=74.2, p< 0.0001)  آناليز Post  hoc 

پس از اجراي اين تحليل در مورد داده هاي بـه دسـت آمـده از    
نمونه هاي تحت تخريب كلشي سين به تنهـائي بـا داده هـاي    
حاصل از آزمايش حيوانات تحت تخريب كلشي سين كه بـراي  
شرطي سازي مرفين را دريافت كردنـد و سـرانجام آن دسـته از    

تحـت تخريـب كلشـي سـين و      داده ها كه مربوط به حيوانـات 
 شرطي شده با مرفين بوده كه پيش از آزمون با تزريق مسـتقيم 

L-  آرژينين مواجه شدند حاكي از آن است كه پاسخ هاي نمونه
ميكرو  8و  2هاي مواجه شده با كلشي سين اعم از كلشي سين 

گرم در مقايسه با پاسخ هـاي القـائي مـرفين پـس از تخريـب      
 -  Lخ هاي تـوام ايـن دو در مواجـه بـا    كلشي سيني و نيز پاس

و در جريـان شـرطي   . قـرار داشـته انـد    μg/rat 8باكلشي سين Lesionآرژينين بر رفتارهاي موش هايي كه قبلا تحت  -Lاثر  -6جدول
 .آرژينين قرار گرفته اند -  Lانجام در روز آزمون تحت تزريق مستقيم به آن ها تزريق شد و سر 5 (mg/kg)سازي مرفين 

ميزان تردد به دو قسمت 
 دستگاه شرطي كننده

(No./15min) 

 ايستادن
(No./15min) 

 بو كشيدن
(No./15min) 

 g/ratμ 8كلشي سين 
 (mg/kg)5مرفين

L-Arg(0.3,1,3 mg/kg) 

17.00 ± 4.16 12.33 ± 3.17 8.66 ± 2.90 0 

23.00 ± 5.00 23.50 ± 0.50 13.00 ± 5.00 0.3 

26.66 ± 13.86 43.66 ± 23.31 9.33 ± 4.91 1 

32.66 ± 4.66 39.33 ± 6.64 12.33 ± 6.35 3 
 

و در جريـان شـرطي   . قرار داشته انـد  μg/rat 8 باكلشي سين Lesionبر رفتارهاي موش هايي كه قبلا تحت  L-NAMEاثر  -7جدول
 اندقرار گرفته  L-NAMEبه آن ها تزريق شد و سرانجام در روز آزمون تحت تزريق مستقيم  5 (mg/kg)سازي مرفين 

ميزان تردد به دو قسمت 
 دستگاه شرطي كننده

(No./15min) 

 ايستادن
(No./15min) 

 بو كشيدن
(No./15min) 

 8μg/rat كلشي سين
 (5mg/kg)مرفين

L-Arg(3 mg/kg) 
L-NAMA(0/3,1,3 mg/kg) 

32.66 ± 4.66 39.33 ± 6.64 12.33 ± 6.35 0 

40.33 ± 5.45 41.33 ± 15.34 13.00 ± 1.73 0.3 

28.33 ± 6.35 33.00 ± 7.09 8.33 ± 3.84 1 

35.66 ± 6.38 46.33 ± 10.08 15.33 ± 5.20 3 
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ــين  ــا ) p<0.05*( 95آرژينـ ــد  )p<0***.0001( 99تـ درصـ
اختلاف نشان مي دهند كه اين امر مي تواند تائيدي جدي براي 

 .نشان دادن برهمكنش اين عوامل به شمار آيد

 بحث

تشكيلات هيپوكامپ جز اصلي سيستم هاي يـادگيري مغـز   
مپ بـه طـور خـاص بـا حافظـه      هيپوكا]. 25[ به شمار مي آيند

اگر اين ساختار به طـور دو طرفـه تخريـب    . نزديك ارتباط دارد
شود، اشكال جدي در حافظه مربوط بـه حـوادث اخيـر ايجـاد و     

]. 4[گـردد   هـاي جديـد مختـل مـي     يادگيري وقـايع و مهـارت  
هـاي آن و نتـايج    ارتباطات هيپوكامپ، رفتار الكتريكـي نـورون  

يا تخريـب آن بـه ويـژه مسـيرهاي      تحقيقاتي كه از تحريك و
به دست آمده، به خوبي گواه اين مطلـب   CA1 مربوط به ناحية

 .است
در اين تحقيق، تاثير كلشي سين، مرفين و نيتريك اكسـايد  

هيپوكامـپ بـر بـروز علائـم رفتـاري از قبيـل        CA1در ناحيه 
ايستادن، بو كشيدن و ميزان تردد بين دو قسمت شرطي كننـده  

از كلشي . ن در مدل شرطي مورد بررسي قرار گرفتدر روز آزمو
. اسـتفاده شـد   CA1سين به عنوان عامل تخريب كننده ناحيـه  

 CA1جدول مربوط به تزريق كلشي سين به تنهايي بـه داخـل   
در بعضي دوزها باعث هيپوكامپ نشان مي دهد كه كلشي سين 

اثـرات  ( كاهش دسته اي از رفتارهاي جستجوي دارو مي شـود  
ايـن اثـرات بـا    ). μg/rat8 ،6 ،2  دار در دوزهاي مختلـف معني 

نتايج تحقيقات قبلي مبني بر آنكه كلشي سـين باعـث كـاهش    
كلشـي سـين بـه عنـوان     . حافظه فضايي مي شود مطابقت دارد

عامل تخريب كننـده ميكروتوبـول شـناخته شـده كـه جريـان       
آكسوپلاسميك نورون ها را مهار مي كند و انتقال سيناپسـي را  

در مطالعـات ديگـري نشـان داده    ]. 10،11،31[ اهش مي دهدك
شده كه تخريب ميكروتوبول ها با تزريق مـزمن كلشـي سـين    

آنجـا كـه    از .]2[ باعث كاهش وابسته به دوز يادگيري مي شود
و سـلامت  ] 2[فرايند يادگيري به حضور پروتئين هاي سيگنال 

بيعـي  توبولين به منظور بروز جريـان آكسوپلاسـميك ط  سيستم 
كلشي سين مي تواند  وابسته است به نظر مي رسد كه] 26،17[

كسـب يــادگيري را از طريــق تخريــب فعاليــت اســتيل كــولين  
احتمـالا كلشـي سـين در    . ]15[  ترانسفراز قشري كاهش دهـد 

حيوانات تحت مطالعه تيم حاضر باعـث تخريـب نـورون هـاي     
CA1  هيپوكامــپ و يــا تخريــب سيســتم پروتئينــي آنزيمــي و

وبوليني در گير در انتقالات سيناپسي شده و در نتيجه بر رونـد  ت
يادگيري تاثير منفي بر جاي گذاشته و باعث كـاهش رفتارهـاي   

چرا كه فرايند شرطي سازي يـك  . جستجوي دارو گرديده است
ــلامت جريانــات       ــر س ــي ب ــادگيري و مبتن ــاده ي ــان س جري

 طبق شواهد موجـود در اثـر كلشـي   . ]12[ اكسوپلاسميك است
اي در موش هاي بالغ بـه  شكنج دندانه هاي گرانوليسين سلول

در غلظت هـاي بـالا، كلشـي    . بينندطور قابل توجهي آسيب مي
]. 6[هـا نيـز دارد   سين اثرات نوروتوكسيك بر روي ديگر نورون

شواهد همچنين نشان دهنده آن است كه تخريبـات القـا شـده    
امـل از بيـان   توسط كلشي سين در شكنج دندانه اي به طـور ك 

 ].8[پاسخ شرطي القا شده توسط كوكائين جلوگيري مي كند 
بخش ديگـري از نتـايج تحقيـق حاضـر نشـان داد كـه در       
موشهايي كه دوز هاي مختلـف كلشـي سـين را قـبلا دريافـت      
كردند و سپس تحت شرطي سازي با مرفين قرار گرفتند بهبـود  

انـاتي كـه   مـرفين در حيو . و تقويت علائم و رفتارها حاصل شد
كلشـي سـين را دريافـت كردنـد رفتارهـا را       μg/rat 2قبلا دوز

اين امر نشان مي دهـد كـه   . نسبت به گروه كنترل افزايش داد
اين نتايج با نتايج . مرفين باعث تقويت حافظه فضايي شده است

مطالعات قبلي مطابقت دارد كه حكايـت از آن دارد كـه تزريـق    
براي ]. 32[ ا افزايش مي دهدزير جلدي مرفين علائم رفتاري ر

 بيان مكانيسم احتمالي اين اثرات مي توان در نظـر داشـت كـه   
 شـكل  فرآينـد  درنقش ثابـت شـده اي    NMDA هاي گيرنده
 بـا  مـرتبط  سيناپسي پذيري شكل همچنين و سيناپسي، پذيري

 بطـوري ند دار حافظه و يادگيري با درگير فرآيندهاي و اپيوئيدها
 طريـق  از كلسـيم  ودرو سبب اپيوئيدي μ گيرنده شدن فعال كه

 از حـاكي  شـواهد  برخي. ]20[ دشو مي NMDA گيرنده كانال
  μگيرنـده  تحريـك  طريـق  از توانـد  مـي  مـرفين  كه است آن

 منجر نهايتا و داده افزايشلي را سلو درون آزاد كلسيم اپيوئيدي،
 متعاقب و اينوزيتول تشكيل و اينوزيتول فسفاتيديل هيدروليز به
 . شود سلول درون ذخاير از كلسيم زادسازيآ آن

 از ناشـي  سـلولي  درون كلسـيم  افـزايش  كـه  اسـت  بديهي
 ثانويـه  پيـامبر آبشـار گونـه ي    فعالسازي سبب تواند مي مرفين
 كلسـيم  بـه  وابسـته  كينـاز  سـازي  فعال نظير كلسيم، به وابسته
داروهاي مخـدر بـا تحريـك    همچنين طبق شواهد ]. 22[ گردد
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باعث آزادسازي دوپامين از انتهاي نورون هـاي   µ گيرنده هاي
دوپاميني تگمنتوم شكمي مي شوند و انشعابات اين نورون ها به 

و هسته اكومبنس مي رسـد بنـابراين افـزايش    ] 11[هيپوكامپ 
سطح دوپامين به دليل تجويز مكرر مرفين براي شرطي سـازي  
مي تواند يكي از محتمل ترين مكانيسـم هـاي تقويـت كننـده     

همچنـين تحقيقـات   . تارها در اين مطالعه در نظر گرفته شـود رف
نوروفارماكولوژي نشان داده كه تزريق مكرر مـرفين منجـر بـه    
افزايش فرايندهاي پاداشي مي شود كه سيسـتم دوپامينرژيـك   
نقش مهمي را در فعاليت هاي پاداشي وابسته به مـرفين بـازي   

ــد ــي كن ــين ].5[ م ــش ن) White )1991و  Packard همچن ق
سيستم دوپامينرژيك را در تعديل فرايندهاي حافظه هيپوكامـپ  

يـك   NOشواهد نشان مي دهـد كـه   بعلاوه ]. 21[ نشان دادند
ترانسميتر برگشتي است كه با تقويت سيگنال هاي نورون هاي 
پيش سيناپسي، باعث افـزايش آزادسـازي دوپـامين مـي شـود      

بت بر سطح خـارج  بنابراين مرفين مي تواند با تاثير مث]. 24،33[
سلولي دوپامين در منطقه تحت تجويز كلشي سين باعث تقويت 
و تشديد سيگنال هاي نـورون هـاي مـوثر در بيـان رفتارهـاي      

 .جستجوي دارو شود
در منطقـه مغـزي    NO در اين تحقيق براي بررسـي نقـش  

تحت مطالعه در رفتارهاي جستجوي دارو در حيواناتي كه قـبلا  
ردند و سپس با مرفين شرطي شـدند از  كلشي سين را دريافت ك
 و از NOآرژينين به عنوان پيش ساز -Lتزريق داخل هسته اي 

L-NAME    به عنوان مهـار كننـدهNOS   ايـن  . اسـتفاده شـد
ــر روي   ــك ب ــك ارژي ــر سيســتم نيتري ــق نشــان داد تغيي تحقي
رفتارهاي جستجوي دارو به جز بر ميزان تردد در اين حيوانـات  

در تحقيقـات قبلـي نشـان داده    . تاثير معني داري نداشته اسـت 
      و )mg/kg)  100آرژينـين در دوزهـاي بـالاي    - Lشـده كـه  

L-NAME   ــالا ــاي ب ــم در دوزه ــاي  )mg/kg)20 ه رفتاره
به هسـته  L-NAME تجويز ]. 32[ حركتي را افزايش مي دهد

اكومبنس و يـا تگمنتـوم شـكمي تـاثيري بـر فعاليـت حركتـي        
به  L-NAMEآرژينين و  –Lتزريق ]. 5[ حيوانات نداشته است

  همراه مرفين در بروز رفتارهـاي حركتـي اثـر خاصـي را نشـان      
فزايشي مهاركنننده آنـزيم  در مطالعه حاضر تاثير ا]. 5[ نمي دهد

نيتريك اكسايد سينتاز بـر فعاليـت حركتـي در دوزهـاي بـالا و      
پائين مشاهده شد كه اين پديده نياز به مطالعات بيشتر را يادآور 
مي شود و آنچه در حال حاضر مي توان بيان كرد آن است كـه  

اينكـه  . احتمالا اين روند به يك مكانيسم دوپاميني وابسته است
نزيم مولد نيتريك اكسايد در نتيجه پيش تزريـق مقـادير   مهار آ

كم و زياد مهارگر تردد را افزايش مـي هـد احتمـالا بـه اثـرات      
دوگانه سيستم نيتريك اكسايد بر حركات بـه طـور وابسـته بـه     
       ســاير سيســتم هــاي عملكــردي ماننــد سيســتم دوپــاميني بــر 

ر ممكـن اسـت يـك پيـامب     NO طبق شـواهد قبلـي  . مي گردد
هيپوكامپ  CA1نوروني باشد كه آزادسازي دوپامين را در ناحيه 

ولـي خـارج كـردن سيسـتم     ] 11[مي كنـد   موش واسطه گري
آنزيمي مولد نيتريك اكسايد و بروز افزايش در حركات مي تواند 

آرژينين به تنهائي و به واسطه مسـيرهاي  -اين احتمال را كه ال
   تـاثير گـذارد تقويـت     ديگر بر روند حركتي وابسته بـه دوپـامين  

 .اين بخش از نتايج به مطالعات بيشتري نياز دارد. مي نمايد

 سپاسگزاري

با تشكر و قدرداني از معاونت محترم پژوهشي دانشـكده علـوم پايـه و    
دانشگاه كه هزينه هاي مالي پژوهش حاضر را در قالب پژوهانه در اختيار ما 

 .قرار دادند
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	فيزيولوژي و فارماكولوژي
	ستاريان و همكاران
	مرفين و بيان ژن برخي آنزيم‌هاي دخيل در بيوسنتز و تجزيه كتكولامين‌ها
	کلشي سين ازColchicum autumnale L.  و همچنين از گياهان متنوع مربوط به خانواده Liliaceae استخراج مي شود [28 و 2]. کلشي سين اولين بار براي درمان نقرس توسط Pedamius Dioscoride در قرن ششم پيشنهاد شد [19]. اين ماده دارای ساختار سه حلقه اي مرکب از حلقه بنزني (حلقهA)، حلقه تروپون متوکسي (حلقهC) و حلقه هفت ضلعي (حلقهB) داراي استاميد در موقعيت  C7مي باشد [19]. کلشي سين مجموعه اي از اعمال سلولي از جمله ميتوز، ترشح، طويل شدن سلول، مورفولوژي و حرکت سلول را تخريب مي کند. مکانيسم اصلي عمل کلشي سين مهار پليمريزاسيون ميکروتوبول ها است به اين شکل که به توبولين متصل       مي شود و ميکروتوبول ها را دپليمريزه مي کند و باعث تخريب فرايندهاي انتقالي وابسته به ميکروتوبول ها از جمله جريان آکسوپلاسميک سريع مي شود [10]. بر اساس مطالعات بيوشيميايي، روند يادگيري به ويژه انتقال سيگنال نياز به انتقال پروتئين در سيتوپلاسم دارد [2]. کلشي سين به عنوان مهار کننده ميتوز، با اتصال به توبولين و تخريب جريان آکسوپلاسميک اين روند را به واسطه اثرات نوروتوکسيک مختل مي کند [26و17]. اين آلکالوييد گياهي مي تواند خصوصيات عملکردي سلول هاي عصبي را تحت الاشعاع قرار دهد. Goldschmiat و Steward گزارش کردند که اضافه شدن مستقيم کلشي سين به داخل هيپوکامپ باعث تخريب سلول هاي گرانولي و Mossy fiber مي شود [27].
	نتيجه گيري: کلشي سين احتمالا به علت کاهش تعداد نوروني ناحيه CA1 رفتار جستجوي دارو را کاهش داد و مرفين به واسطه افزايش سطح دوپامين اثر افزايشي داشت. تاثير عوامل سيستم نيتريک اکسايد نيز محتملا به واسطه دوپامين تحت القائ مرفين حادث گرديد.
	یافته ها: کلشي سين باعث کاهش علائم رفتاري و مرفين باعث تقويت آن ها در حيوانات تحت تجويز کلشي سين شد ولي عوامل نيتريک اکسايد جز بر ميزان تردد اثر معني داري را نشان ندادند. 
	 روش ها: از 250 موش سفيد بزرگ نژاد ويستار (300 - 250  گرم) استفاده و ناحيه CA1 هيپوکامپ اين حيوانات به صورت دو طرفه کانول گذاري شد.کلشي سين (μg/rat 8- 2) حين جراحي و پس از تثبيت کانول هاي CA1، به داخل هسته تزريق گرديد. يک هفته پس از بهبودي حيوانات، جريان شرطي سازي به روش غير طرفدار و به صورت يک برنامه پنج روزه در سه مرحله آشنايي، شرطي سازي و آزمون اجرا شد. در مرحله شرطي سازي، مرفين ( mg/kg5-5/2) به صورت زير جلدي روزانه يکبار تجويز گرديد. L– آرژينين و L-NAME در مرحله آزمون داخل مغزي تزريق شد. رفتارها با سيستم اتوويژن ثبت و داده ها به کمک ANOVA بررسي گرديد.
	مقدمه: طبق تحقيقات قبلي کلشي سين باعث تخريب نوروني و تضعيف يادگيري مي شود. در اين تحقيق اثر تزريق کلشي سين داخل CA1 هيپوکامپ و برهمکنش کلشي سين و نيتريک اکسايد آن ناحيه بر روي رفتار جستجوي دارو مطالعه شد.    
	چكيده
	پذيرش: 21 خرداد 90
	دريافت: 23 آبان 89
	2. گروه پاتولوژي، دانشکده پزشکي دانشگاه شاهد، تهران
	سهيلا پورخداداد1، منيژه کرمي1*، محمد رضا جلالي ندوشن21. گروه زيست شناسي، دانشکده علوم پايه دانشگاه شاهد، تهران
	برهمکنش کلشي سين و نيتريک اکسايد ناحيه  CA1در بيان رفتار        جستجوي دارو القائي مرفين
	تابستان 1390
	References
	مقدمه
	واژه‌هاي كليدي: کلشي سين، CA1 هيپوکامپ، مرفين، رفتار جستجوي دارو، نيتريک اکسايد
	فيزيولوژي و فارماكولوژي 15 (2)، 210 – 220
	مواد و روش ها
	هيپوکامپ داراي نقش اساسي در شکل گيري چندين نوع حافظه از جمله حافظه فضايي مي باشد. صدمه به تشکيلات هيپوکامپ يا اتصالات آن، يادگيري و حافظه فضايي را مختل مي کند [7]. اثرات تقويتي اپيات ها شناخته و نشان داده شده است که سيستم دوپامينرژيک مزوليمبيک روي اثرات تقويتي آن ها دخالت مي کند [11].Bardo  (1998) نشان داد علاوه بر سيستم مزوليمبيک، ساختارهاي ديگري شامل هيپوکامپ در پاداش نقش دارند. هيپوکامپ پشتي بالاترين غلظت دوپامين را داراست [9] که بر طبق شواهد NO در آزادسازي دوپامين دخالت مي کند [11]. اين پپتيدها به همراه گلوتامات در سيناپس هاي فيبرهاي خزه اي و مسير lateral perforant آزاد مي شوند و در تعديل تحريک پذيري سلول هاي پيراميدال هيپوکامپ نقش دارند [29].
	در اين آزمايش از موش هاي سفيد بزرگ نر نژاد ويستار با وزن 300- 250 گرم که از انستيتو پاستور ايران خريداري شد استفاده گرديد حيوانات به صورت دسته هاي 4 تايي در قفس هاي استاندارد با سيکل تاريكي-روشنايي 12 ساعته نگه داري شدند. حيوانات طي تمام مراحل به آب و غذاي كافي دسترسي داشتند.
	داروهاي استفاده شده در اين آزمايش شامل سولفات مرفين (خريد از شرکتTEMAD، ايران با مجوز رسمي وزارت بهداشت) و L- آرژينين ( از شرکت سيگما، USA) و NG-nitro-L-arginine methyl ester(L-NAME) (USA Biochemical Inc.,) و کلشي سين (از شرکت مرک کشور آلمان) و کتامين –زايلزين (از سازمان دامپزشکي کشور، تهران) مي باشد. مرفين به صورت زير جلدي و کتامين- زايلزين به صورت داخل صفاقي (به ازاي وزن هر موش) تزريق شد. غلظت هاي مورد نظر از کلشي سين وL -آرژينين و L-NAME در سرم فيزيولوژيک استريل به طور تازه تهيه شده و در روز جراحي و يا تست به صورت دو طرفه به داخل ناحيه CA1 هيپوکامپ تزريق گرديد.
	NO به عنوان نوروترنسميتر تعداد زيادي از اعمال بيولوژيک از جمله يادگيري و حافظه را واسطه گري مي کند [30و 3]. نشان داده شده است که نيتريک اکسايد به عنوان پيامبر برگشتي در LTP دخالت دارد. اگر مهارکننده نیتریک اکساید سنتاز (NOS) بر روي نورون هاي پس سيناپسي اثر داده شود القا LTP مهار مي گردد. اين امر نشان مي دهد که نيتريک اکسايد در نورون پس سيناپسي توسط NOS توليد   مي شود، آنگاه در فضاي سيناپسي انتشار مي يابد و بر روي ترمينال هاي پيش سيناپسي اثر مي گذارد و به عنوان يک پيامبر برگشتي در القا  LTPايفاي نقش مي کند [16و 1]. در مطالعات قبلي مشخص شد که ايجاد وابستگي غذائي به مرفين باعث القا LTP تشديد شده در ناحيه CA1 هيپوکامپ و تقويت روند يادگيري و حافظه فضايي موش هاي تحت تيمار با مرفين مي شود [22]. از آنجاکه نقش نيتريک اکسايد هيپوکامپ در القاي اثرات پاداشي مانند شرطي سازي مکاني با مرفين محتمل مي باشد در اين تحقيق سعي شد تا با تزريق دو طرفه کلشي سين به داخل CA1 هيپوکامپ مقدم بر جريان شرطي سازي با مرفين تاثير اين عامل نوروتوکسيک موثر بر کاهش نوروني بر جريان مذکور و نيز  تداخل نيتريک اکسايد ناحيه CA1 هيپوکامپ با کلشي سين بر روي رفتار جستجوي دارو تحت القاي مرفين در مدل شرطي بررسي شود.
	 حيوانات توسط کتامين (mg/kg100) و زايلزين (mg/kg20) بيهوش مي شدند. سپس حيوان در دستگاه استرئوتاکس قرار مي گرفت. يک برش در سطح جمجمه ايجاد، دو سوراخ در جمجمه طبق اطلس پاکسينوز به مختصات 8/3-AP: و 8/1L:± و 3 V: ايجاد مي شد. کانول هاي راهنما ساخته شده از سر سوزن  g21 مطابق مختصات نصب         مي شدند و در حاليکه حيوان در دستگاه مقيد بود تزريق دو طرفه کلشي سين انجام مي شد. عمل تزريق به داخل ناحيه CA1 هيپوکامپ توسط کانول تزريق که از سر سوزن g 27 دندانپزشکي ساخته مي شد صورت مي گرفت. اطراف کانول ها در سطح جمجمه توسط سيمان دندانپزشکي و يک عدد پيچ عينک محکم مي گرديد. 
	براي شرطي سازي حيوانات از يک روش غير طرفدار يا بي طرف مشتمل بر سه روز شرطي سازي استفاده شد. دستگاه شرطي سازي، محفظه اي از جنس چوب و به رنگ سفيد در ابعاد 60×30×30 سانتي متر است که در خط وسط، داراي يک ديواره کشويي است، در سطوح ثابت دو قسمت شرطي کننده اين دستگاه، به کمک نوار چسب سياه، نقوش هندسي متفاوتي براي ايجاد حس متفاوت تعبيه و طراحي شده و حيوانات با اين دستگاه در روز آشنايي آشنا شدند. در اين روز، هر حيوان ابتدا وزن گرديد، سپس در حالي که ديواره حايل، 12 سانتي متر بالاتر از کف محفظه ثابت شده بود، آزادانه به مدت 15 دقيقه بين دو قسمت شرطي کننده حرکت کرد تا مشخص شود نسبت به اين محفظه حالت غير طرفدار دارد يا خير. اگر حيوان ترجيح مشخصي به يکي از دو قسمت داشت، حذف و توسط حيوان مناسب ديگر جايگزين مي گرديد. 
	کليه داده ها به کمک آناليز واريانس ANOVA يک طرفه و در صورت نياز سه طرفه بررسي شد. آزمونLSD  به منظور بررسي بيشتر انجام گرفت و p< 0.05 معنا دار تلقي گرديد.
	یافته ها
	اثر کلشي سين بر علائم رفتاري: جدول (1) پاسخ کلشي سين (μg/rat 1،2،4،6،8) را در بروز علائم هايي مانند بو کشيدن، ايستادن و ميزان تردد به دو قسمت دستگاه شرطي کننده نشان مي دهد.
	الف) اثر کلشي سين در بروز رفتار بو کشيدن:
	آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که کلشي سين اثر معني داري بر رفتار بو کشيدن دارد.{ p< 0.01،F5/30=1.97 } بررسي بيشتر با آزمون LSD نشان مي دهد که کلشي سين در دوز μg/rat 2 نسبت به کنترل اثر معني داري بر روي اين رفتار دارد.
	حيوانات آشنايي داده شده، طي سه روز بعد شرطي شدند که اين مرحله شامل دو جلسه شرطي سازي در هر روز به فاصله 6 ساعت، اولي صبح و بعدي بعد ازظهر بود و طي اين جلسات، يک بار تزريق زير جلدي دارو (مرفين تحت مقادير  5، 5/2 ميلي گرم بر کيلو گرم) و بار ديگر تزريق زير جلدي سالين انجام مي شد. حيوانات تحت آزمايش با اين روش، در روز اول شرطي سازي، صبح مرفين و بعد از ظهر سالين، و در روز بعد، صبح سالين و بعد از ظهر مرفين، و روز بعد مجددا مانند روز اول صبح مرفين و بعد از ظهر سالين دريافت مي کردند. طول مدت هر جلسه شرطي سازي (پس از دريافت مرفين و يا سالين) 45 دقيقه بود. روز آخر يا روز آزمون شرايطي مانند روز آشنايي ايجاد مي شد و هر حيوان بدون مرفين ولي در صورت نياز پس از تزريق داخل مغزي L-NAME و L- آرژينين در دوز هاي مختلف (g/ratμ 3، 1، 3/0) آزمون مي شد (15 دقيقه). زمان توقف در دو قسمت شرطي کننده توسط سيستم اتوويژن ثبت مي شد و براي هر حيوان که در قسمتي خاص شرطي شده بود (مرفين را در آن قسمت دريافت مي کرد) تفاوت زمان توقف در اين قسمت طي 15 دقيقه آزمون نسبت به ميزان توقف در آن سمت طي آشنايي به عنوان زمان تغيير در ترجيح مکاني بر حسب ثانيه محاسبه مي شد. در روز آزمون رفتارهاي جستجوي دارو شامل بو کشيدن (Snifing) و ايستادن ( (Rearingو تردد بين دو قسمت دستگاه شرطي کننده(Compartment entering)  سنجش گرديد زيرا سه شاخصه فوق نشانگرهاي اصلي مکانيسم هاي حرکتي براي روند جستجوي دارو در نظر گرفته مي شوند [13و18و23]. 
	ب) اثر کلشي سين بر رفتار ايستادن: آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که کلشي سين اثر معني داري بر رفتار بو کشيدن دارد {F5/30 =1.88, p< 0.01}. بررسي بيشتر با آزمون LSD بيان گر آن است که کلشي سين μg/rat 8 اثر معني داري نسبت به گروه کنترل دارد.
	ج) اثر کلشي سين بر رفتار حرکتي حيوانات تحت آزمايش در ورود به هريک از دو بخش دستگاه شرطي سازي: آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که کلشي سين اثر معني داري دارد { F5/30= 1.57 ,p< 0.01}. بررسي بيشتر نشان    مي دهد که اين ماده در μg/rat 6 اثر معني دار نشان مي دهد.
	اثر مرفين در بيان نشان هاي رفتاري موش شرطي شده اي که قبلا تحت تزريق داخل هيپوکامپي (CA1) کلشي سين g/ratμ 2 به عنوان عامل تخريب (Lesion) قرار گرفته است: جدول (2) پاسخ مرفين ( mg/kg5، 5/2) را در بروز علائم بو کشيدن و ايستادن و ميزان تردد به هر دو بخش دستگاه شرطي کننده نشان مي دهد.
	ب) اثر مرفين بر رفتار ايستادن: آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که مرفين اثر معني داري بر رفتار ايستادن دارد{F2/15=8.02 , p< 0.01} . آناليز بيشتر نشان مي دهد که اين اثر در mg/kg 5/2 معني دار است.
	الف) اثر مرفين بر رفتار بو کشيدن: آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که مرفين در بروز علائم بو کشيدن اثر معني داري ندارد (p >0.05).
	ج)  اثر مرفين بر رفتار حرکتي حيوانات تحت آزمايش در ورود به هريک از دو بخش دستگاه شرطي سازي: آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که مرفين در بروز اين رفتار اثر معني داري دارد.  {F2/15=16.57, p< 0.001}آناليز هاي متعاقب نشان مي دهد که اين اثر در  mg/kg5/2 دارو ايجاد مي شود.
	الف) اثرL - آرژينين بر رفتار بو کشيدن: آناليز واريانس يک طرفه اثر معني داري در بروز اين رفتار نشان نمي دهد .(p>0.05)
	اثر مرفين در بيان نشان هاي رفتاري موش شرطي شده که قبلا تحت تزريق داخل هيپوکامپي (CA1) کلشي سين μg/rat 8 به عنوان عامل تخريب (Lesion) قرار گرفته است: جدول (3) آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که مرفين در دوزهاي مختلف در بروز علائم رفتاري اثر معني داري نشان نمي دهد (p>0.05).
	ب) اثرL - آرژينين بر رفتار ايستادن: آناليز واريانس يک طرفه اثر معني داري در بروز اين رفتار نشان نمي دهد .(p>0.05)
	ج) اثر L- آرژينين بر رفتار حرکتي حيوانات تحت آزمايش در ورود به هريک از دو بخش دستگاه شرطي سازي: آناليز واريانس يک طرفه اثر معني داري در بروز اين رفتار نشان    نمي دهد .(p>0.05)
	اثر عوامل نيتريک اکسايد در بيان نشان هاي رفتاري موش هاي شرطي شده با مرفين که قبلا تحت تزريق داخل هيپوکامپي CA1 کلشي سين µg/rat2 به عنوان عامل تخريب( (Lesion واقع شده اند: جدول (4) اثر L– آرژينين g/rat)μ 3 و1 و 3/0( را در بروز علائم رفتاري نمونه هاي تحت تخريب کلشي سين μg/rat 2 که با مرفين شرطي شده اند نشان مي دهد:
	برهمکنش کلشي سين و نيتريک اکسايد در CA1 در بيان نشان هاي رفتاري موش هاي شرطي با مرفين:
	آناليز واريانس سه طرفه نشان مي دهد که کلشي سين و نيتريک اکسايد در CA1 در بيان نشان هاي رفتاري موش هاي شرطي شده با مرفين برهمکنش دارند          .(FDrug*Dose (2,54)=74.2, p< 0.0001) آناليز  Post  hoc پس از اجراي اين تحليل در مورد داده هاي به دست آمده از نمونه هاي تحت تخريب کلشي سين به تنهائي با داده هاي حاصل از آزمايش حيوانات تحت تخريب کلشي سين که براي شرطي سازي مرفين را دريافت کردند و سرانجام آن دسته از داده ها که مربوط به حيوانات تحت تخريب کلشي سين و شرطي شده با مرفين بوده که پيش از آزمون با تزريق مستقيم L- آرژينين مواجه شدند حاکي از آن است که پاسخ هاي نمونه هاي مواجه شده با کلشي سين اعم از کلشي سين 2 و 8 ميکرو گرم در مقايسه با پاسخ هاي القائي مرفين پس از تخريب کلشي سيني و نيز پاسخ هاي توام اين دو در مواجه باL  - آرژينين 95 (*p<0.05) تا 99 (0001.***p<0) درصد اختلاف نشان مي دهند که اين امر مي تواند تائيدي جدي براي نشان دادن برهمکنش اين عوامل به شمار آيد.
	جدول (5) اثر rat) L-NAME/gμ 3و1و3/0( را در بروز علائم رفتاري موش هاي تحت تخريب با کلشي سينμg/rat 2 را نشان مي دهد که که با مرفين شرطي شده اند: آناليز واريانس يک طرفه اثر معني داري در بروز رفتارهاي ايستادن و بو کشيدن نشان نمي دهد. اما L-NAME در بروز رفتارهاي جستجوي دارو و ميزان تردد بين دو قسمت شرطي کننده در دستگاه اثر معني داري را نشان مي دهد. p<0.001} و{F3/20= 10.41
	اثر عوامل نيتريک اکسايد در بيان نشان هاي رفتاري موش هاي شرطي شده اي که قبلا تحت تزريق داخل CA1 کلشي سين g/ratμ 8 به عنوان عامل تخريب (Lesion) قرار گرفته اند: آناليز واريانس يک طرفه نشان مي دهد که L– آرژينين و L-NAME اثر معني داري بر روي رفتارهاي جستجوي دارو نداشته اند(p> 0.05)  (جداول 7و6).
	بحث
	تشکيلات هيپوکامپ جز اصلي سيستم هاي يادگيري مغز به شمار مي آيند [25]. هيپوكامپ به طور خاص با حافظه نزديك ارتباط دارد .اگر اين ساختار به طور دو طرفه تخريب شود، اشكال جدي در حافظه مربوط به حوادث اخير ايجاد و يادگيري وقايع و مهارت‌هاي جديد مختل مي‌گردد [4]. ارتباطات هيپوكامپ، رفتار الكتريكي نورون‌هاي آن و نتايج تحقيقاتي كه از تحريك و يا تخريب آن به ويژه مسيرهاي مربوط به ناحية CA1 به دست آمده، به خوبي گواه اين مطلب است.
	بخش ديگري از نتايج تحقيق حاضر نشان داد که در موشهايي که دوز هاي مختلف کلشي سين را قبلا دريافت کردند و سپس تحت شرطي سازي با مرفين قرار گرفتند بهبود و تقويت علائم و رفتارها حاصل شد. مرفين در حيواناتي که قبلا دوزμg/rat 2 کلشي سين را دريافت کردند رفتارها را نسبت به گروه کنترل افزايش داد. اين امر نشان مي دهد که مرفين باعث تقويت حافظه فضايي شده است. اين نتايج با نتايج مطالعات قبلي مطابقت دارد که حکايت از آن دارد که تزريق زير جلدي مرفين علائم رفتاري را افزايش مي دهد [32]. براي بيان مکانيسم احتمالي اين اثرات مي توان در نظر داشت که گيرنده هاي NMDA نقش ثابت شده اي در فرآيند شكل پذيري سيناپسي، و همچنين شكل پذيري سيناپسي مرتبط با اپيوئيدها و فرآيندهاي درگير با يادگيري و حافظه دارند بطوري كه فعال شدن گيرنده μ اپيوئيدي سبب ورود كلسيم از طريق كانال گيرنده NMDA مي شود [20]. برخي شواهد حاكي از آن است كه مرفين مي تواند از طريق تحريك گيرندهμ  اپيوئيدي، كلسيم آزاد درون سلولي را افزايش داده و نهايتا منجر به هيدروليز فسفاتيديل اينوزيتول و تشكيل اينوزيتول و متعاقب آن آزادسازي كلسيم از ذخاير درون سلول شود. 
	در اين تحقيق، تاثير کلشي سين، مرفين و نيتريک اکسايد در ناحيه CA1 هيپوکامپ بر بروز علائم رفتاري از قبيل ايستادن، بو کشيدن و ميزان تردد بين دو قسمت شرطي کننده در روز آزمون در مدل شرطي مورد بررسي قرار گرفت. از کلشي سين به عنوان عامل تخريب کننده ناحيه CA1 استفاده شد. جدول مربوط به تزريق کلشي سين به تنهايي به داخل CA1 هيپوکامپ نشان مي دهد که کلشي سين در بعضي دوزها باعث کاهش دسته اي از رفتارهاي جستجوي دارو مي شود ( اثرات معني دار در دوزهاي مختلف  μg/rat8، 6، 2). اين اثرات با نتايج تحقيقات قبلي مبني بر آنکه کلشي سين باعث کاهش حافظه فضايي مي شود مطابقت دارد. کلشي سين به عنوان عامل تخريب کننده ميکروتوبول شناخته شده که جريان آکسوپلاسميک نورون ها را مهار مي کند و انتقال سيناپسي را کاهش مي دهد [10،11،31]. در مطالعات ديگري نشان داده شده که تخريب ميکروتوبول ها با تزريق مزمن کلشي سين باعث کاهش وابسته به دوز يادگيري مي شود [2]. از آنجا که فرايند يادگيري به حضور پروتئين هاي سيگنال [2] و سلامت سيستم توبولين به منظور بروز جريان آکسوپلاسميک طبيعي [26،17] وابسته است به نظر مي رسد که کلشي سين مي تواند کسب يادگيري را از طريق تخريب فعاليت استيل کولين ترانسفراز قشري کاهش دهد [ 15]. احتمالا کلشي سين در حيوانات تحت مطالعه تيم حاضر باعث تخريب نورون هاي CA1 هيپوکامپ و يا تخريب سيستم پروتئيني آنزيمي و توبوليني در گير در انتقالات سيناپسي شده و در نتيجه بر روند يادگيري تاثير منفي بر جاي گذاشته و باعث کاهش رفتارهاي جستجوي دارو گرديده است. چرا که فرايند شرطي سازي يک جريان ساده يادگيري و مبتني بر سلامت جريانات اکسوپلاسميک است [12] .طبق شواهد موجود در اثر کلشي سين سلولهاي گرانولي شکنج دندانهاي در موش هاي بالغ به طور قابل توجهي آسيب ميبينند. در غلظت هاي بالا، کلشي سين اثرات نوروتوکسيک بر روي ديگر نورونها نيز دارد [6]. شواهد همچنين نشان دهنده آن است که تخريبات القا شده توسط کلشي سين در شکنج دندانه اي به طور کامل از بيان پاسخ شرطي القا شده توسط کوکائين جلوگيري مي کند [8].
	بديهي است كه افزايش كلسيم درون سلولي ناشي از مرفين مي تواند سبب فعالسازي آبشار گونه ي پيامبر ثانويه وابسته به كلسيم، نظير فعال سازي كيناز وابسته به كلسيم گردد [22]. همچنين طبق شواهد داروهاي مخدر با تحريک گيرنده هاي µ باعث آزادسازي دوپامين از انتهاي نورون هاي دوپاميني تگمنتوم شکمي مي شوند و انشعابات اين نورون ها به هيپوکامپ [11] و هسته اکومبنس مي رسد بنابراين افزايش سطح دوپامين به دليل تجويز مکرر مرفين براي شرطي سازي مي تواند يکي از محتمل ترين مکانيسم هاي تقويت کننده رفتارها در اين مطالعه در نظر گرفته شود. همچنين تحقيقات نوروفارماکولوژي نشان داده که تزريق مکرر مرفين منجر به افزايش فرايندهاي پاداشي مي شود که سيستم دوپامينرژيک نقش مهمي را در فعاليت هاي پاداشي وابسته به مرفين بازي مي کند [5]. همچنين Packard و White (1991) نقش سيستم دوپامينرژيک را در تعديل فرايندهاي حافظه هيپوکامپ نشان دادند [21]. بعلاوه شواهد نشان مي دهد که NO يک ترانسميتر برگشتي است که با تقويت سيگنال هاي نورون هاي پيش سيناپسي، باعث افزايش آزادسازي دوپامين مي شود [24،33]. بنابراين مرفين مي تواند با تاثير مثبت بر سطح خارج سلولي دوپامين در منطقه تحت تجويز کلشي سين باعث تقويت و تشديد سيگنال هاي نورون هاي موثر در بيان رفتارهاي جستجوي دارو شود.
	در اين تحقيق براي بررسي نقش NO در منطقه مغزي تحت مطالعه در رفتارهاي جستجوي دارو در حيواناتي که قبلا کلشي سين را دريافت کردند و سپس با مرفين شرطي شدند از تزريق داخل هسته اي L-آرژينين به عنوان پيش ساز NO و از L-NAME به عنوان مهار کننده NOS استفاده شد. اين تحقيق نشان داد تغيير سيستم نيتريک ارژيک بر روي رفتارهاي جستجوي دارو به جز بر ميزان تردد در اين حيوانات تاثير معني داري نداشته است. در تحقيقات قبلي نشان داده شده کهL - آرژينين در دوزهاي بالايmg/kg)  100( و      L-NAME هم در دوزهاي بالا mg/kg)20( رفتارهاي حرکتي را افزايش مي دهد [32]. تجويز  L-NAMEبه هسته اکومبنس و يا تگمنتوم شکمي تاثيري بر فعاليت حرکتي حيوانات نداشته است [5]. تزريق L– آرژينين و L-NAME به همراه مرفين در بروز رفتارهاي حرکتي اثر خاصي را نشان   نمي دهد [5]. در مطالعه حاضر تاثير افزايشي مهارکنننده آنزيم نيتريک اکسايد سينتاز بر فعاليت حرکتي در دوزهاي بالا و پائين مشاهده شد که اين پديده نياز به مطالعات بيشتر را يادآور مي شود و آنچه در حال حاضر مي توان بيان کرد آن است که احتمالا اين روند به يک مکانيسم دوپاميني وابسته است. اينکه مهار آنزيم مولد نيتريک اکسايد در نتيجه پيش تزريق مقادير کم و زياد مهارگر تردد را افزايش مي هد احتمالا به اثرات دوگانه سيستم نيتريک اکسايد بر حرکات به طور وابسته به ساير سيستم هاي عملکردي مانند سيستم دوپاميني بر        مي گردد. طبق شواهد قبلي NO ممکن است يک پيامبر نوروني باشد که آزادسازي دوپامين را در ناحيه CA1 هيپوکامپ موش واسطه گري مي کند [11] ولي خارج کردن سيستم آنزيمي مولد نيتريک اکسايد و بروز افزايش در حرکات مي تواند اين احتمال را که ال-آرژينين به تنهائي و به واسطه مسيرهاي ديگر بر روند حرکتي وابسته به دوپامين تاثير گذارد تقويت    مي نمايد. اين بخش از نتايج به مطالعات بيشتري نياز دارد.
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