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مجله پزشكي كوثر
دوره 13، شماره 2، تابستان 1387
صفحات: 83-94

چكيده
ــي از كيندلينگ الكتريكي  ــنجهاي ناش هدف: در اين تحقيق اهميت گيرنده هاي نوع 2 گالانين طي اثرات مهاري LFS بر بروز تش

مسير پرفورنت مورد بررسي قرار گرفته است. 
ــير پرفورنت و با استفاده از پروتكل كيندلينگ سريع (6 تحريك روزانه) تحريك مى شدند.  مواد و روشـها: حيوانات با تحريك مس
ــس از قطع تحريكات كيندلينگ اعمال  ــدت 50-150 ميكروآمپر) بلافاصله پ ــى ثانيه با فركانس 1 و ش ــس 0/1 ميل LFS (600 پال

ــروع پروتكل  ــي گيرنده هاي نوع 2 گالانين، هر روز قبل از ش ــت اختصاص ــد. M871 (1 ميكرومولار در موضع) آنتاگونيس مى گردي
ــه متعاقب ثبت مى گرديد. همچنين  ــنج و مدت زمان تخلي ــد و مراحل رفتاري تش ــك به داخل ژيروس دندانه دار تزريق مى ش تحري
تغييرات بيان ژن گيرنده 2 گالانين در ناحيه ژيروس دندانه   دار با استفاده از تكنيك Semi-quantitative RT-PCR در گروههاي 

مختلف از حيوانات مورد بررسي قرار مى گرفت. 
يافته ها: تزريق M871 به داخل ژيروس دندانه دار اثرات مهاري LFS بر روند كيندلينگ را به طور معني داري كاهش داد. نتايج 
semi-quantitative RT-PCR نشان داد كه ميزان mRNA گيرنده نوع 2 گالانين در ژيروس دندانه دار بعد از اكتساب كيندلينگ 

به صورت معني  داري كاهش مى يابد در حاليكه اعمال LFS جلوي اين كاهش را مى گيرد. 
ــت آمده مى توان گفت كه فعال شدن گيرنده هاي گالانين بوسيله گالانين درونزاد نقش مهمى  نتيجه گيري: با توجه به نتايج بدس
ــي از اثرات مهاري LFS بر تشنجات ناشي از كيندلينگ مسير پرفورنت دارد. اين نقش طى تشنجات كانونى  ــطه بخش به عنوان واس

عمدتا از طريق GalR1 و طى تشنجات عمومى از طريق GalR2 اعمال مى شود. 
واژه هاى كليدي: تحريك الكتريكي با فركانس پايين، Semi-Quantitative RT-PCR، تشنج، گالانين، ژيروس دندانه دار

اهميت گيرنده هاي نوع 2 گالانين طى اثرات مهاري تحريك با فركانس پايين بر روند 
كيندلينگ مسير پرفورنت در موش صحرايي
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مقدمه
ــه درمان و كنترل  ــرفتهاي صورت گرفته در زمين ــا  وجود همه پيش ب
ــدود 30% تا 40% بيماران صرعي به داروهاي  بيماري صرع هنوز ح
ــتند. تحقيقات زيادي براي يافتن روش  ضد صرع موجود مقاوم هس
درماني موثري براي اين گروه از بيماران در حال انجام است (1). طي 
Low-) ــالهاي اخير اعمال تحريكات الكتريكي با فركانس پايين س
ــث ايجاد  ــه باع ــر آنچ frequency Stimulation ؛ Hz 3-1، نظي

 (Depotentiation) و تقويت زدايي (LTD) ــف طولاني مدت تضعي
ــود) در نواحي خاص از مغز به عنوان روش  در محيط in vitro مى ش
ــتفاده آزمايشگاهي و  درماني جديد براي اين گروه از بيماران مورد اس

كلينيكي قرار گرفته است (2-4).
ــنجي  ــم هايي كه LFS از طريق آنها اثرات ضد تش هر چند مكانيس
ــت، اما شواهدي وجود  ــن نشده اس خود را اعمال مى كند هنوز روش
ــميترهاي  دارد كه بيان مى كند LFS از طريق افزايش رهايش ترانس
ــل GABA، آدنوزين، دوپامين و...)  ــاري و نورومودولاتورها (مث مه

اثرات مهارى خود را اعمال مى كند (5-7)
ــيد آمينه (در انسان 30 اسيد  ــكل از 29 اس گالانين نوروپپتدي متش
آمينه) است كه داراي توزيع گسترده اي در سيستم عصبي مركزي و 
محيطي مى باشد (9و8). اين نوروپپتيد به صورت كوترانسميتر همراه 
با نوروترانسميترهاي اصلي (مثل گلوتامات و GABA) در پايانه هاي 
ــياري از اعمال  ــود و نقش مهمي در تنظيم بس ــي رها مى ش سيناپس
ــك و پاتولوژيك از جمله صرع ايفا مى كند (10). مطالعات  فيزيولوژي
ــت كه گالانين يك نوروپپتيد بسيار القاء پذير است و  ــان داده اس نش
ــيبهاي عصبي و بيماريهاي نورودژنراتيو مزمن بيان آن  به دنبال آس

سريعا افزايش مى يابد (12و11). 
ــترش صرع  ــاختار مهم در ايجاد و گس هيپوكامپ، به عنوان يك س
ــت كه از  لوب گيجگاهي، داراي وروديهاي گالانينرژيك فراواني اس
سپتوم مياني و لوكوس سرولئوس منشأ مى گيرند (16-13). فراواني 
ــت  اين نوروپپتيد مهاري و گيرنده هايش در هيپوكامپ بيانگر اين اس
ــن ناحيه نقش  ــل فعاليت و تحريك پذيري اي ــه گالانين در تعدي ك
ــه صورت تضعيف  ــل اين اثرات مهاري ب ــي ايفا مى كند. حاص مهم
ــن كاهش حملات صرعي بروز  ــه، يادگيري و LTP و همچني حافظ

ــه نوع  ــد (18و 17و10). گالانين اثراتش را از طريق حداقل س مى كن
ــي ايفا مى كند كه عبارتند از:GalR1،GalR2 و گيرنده G- پروتيين

ــيكلاز  ــق مهار آدنيليل س GalR1 .(19) GalR3 و GalR3 از طري

ــبب بروز اثرات مهاري مى شود در  ــيمي س و باز كردن كانالهاي پتاس
حاليكه GalR2 از طريق افزايش كلسيم داخل سلولي و فعال كردن 
ــهاي زيادي مبني بر نقش مهاري  ــل مي كند (20). گزارش PLC عم

گالانين در صرع وجود دارد (21-24) 
ــتفاده از M35 به  در مطالعه قبلي ما نقش گيرنده هاي گالانين، با اس
ــطه  ــت غير اختصاصى اين گيرنده ها، به عنوان واس عنوان آنتاگونيس
ــده بود (25). در  ــخص ش اثرات مهاري LFS بر روند صرع زايي مش
ــت  ــتفاده از آنتاگونيس اين مطالعه ميزان اهميت گيرنده نوع 2، با اس
ــن (M871)، را بر اين اثرات  ــوع 2 گالاني ــي گيرنده هاي ن اختصاص

مهاري در مدل كيندلينگ مسير پرفورنت مورد بررسي قرار داديم.

مواد و روش ها
جراحي وكيندل كردن حيوانات 

ــن تحقيق از موش صحرايي نر نژاد Wistar با وزن 270-300  در اي
ــتور كرج) استفاده شد. بيهوشي  ــده از انيستيتو پاس گرم (خريداري ش
ــديم پنتوباربيتال (mg/kg 60) انجام  توسط تزريق داخل صفاقي س
ــتگاه استريوتاكسي  ــد. پس از بيهوش كردن، حيوان درون دس مى ش
 (26) Watson و Paxinos ــس ــتفاده از اطل ــرار مي گرفت و با اس ق
ــر: 6/9 عقبتر و 4/1  ــي مت ــب ميل ــير پرفورنت (برحس موقعيت مس
ــمت پايين نسبت به  ــبت به برگما و 3/3 به س ــمت راست نس به س
ــتخوان جمجمه) و ژيروس دندانه دار (برحسب ميلي متر:  ــطح اس س
ــبت به برگما و 3/2 به سمت  ــت نس ــمت راس 3/8 عقبتر و2/0 به س
ــبت به سطح استخوان جمجمه) در سطح جمجمه علامت  پايين نس
ــد. سپس با استفاده از مته دندانپزشكي، جمجمه در آن  گذاري مى ش
ــده، يك الكترود دو قطبي در مسير پرفورنت و يك  ــوراخ ش نقطه س
ــول (G23) در ژيروس دندانه  ــرود تك قطبي به همراه يك كان الكت
ــك قطبي نيز به عنوان Earth و  ــد. دو الكترود ت دار قرار داده مى ش
ــه قرار مى گرفت. پس از  ــط پيچ بر روي جمجم Differential توس

ــه فارادي انتقال  ــتن پيچ هاي لنگرگاه، حيوان براي ثبت به قفس بس
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مى يافت. با استفاده از استيمولاتور، تحريك الكتريكي با شدت 400 
تا 800 ميكروآمپر از طريق الكترود تحريك به مسير پرفورنت اعمال 
مى گرديد. در صورت قرار داشتن الكترودهاي ثبت و تحريك در محل 
ــب، پتانسيل تحريكي پس سيناپسي تجمعي (pEPSP) توسط  مناس
ــرم افزار ثبت مى گرديد. در غير اين صورت الكترودهاي تحريك و  ن
ــود.  ــد تا pEPSP با حداكثر دامنه ثبت ش ثبت آنقدر تغيير داد مي ش
ــكي الكترودها و پيچ روي جمجمه حيوان  سپس با سيمان دندانپزش
ثابت مى شدند. پس از پايان كارگذاري الكترودها و كانولها، پين هاي 
ــوكت مخابراتي مى شد و سوكت  متصل به الكترودها وارد مادگي س
بوسيله سيمان دندانپزشكي روي سطح جمجمه متصل مي گرديد. در 
پايان جراحي يك سر سوزن G30 به طول مناسب بريده مى شد و در 

داخل كانول قرار مي گرفت تا از انسداد آن جلوگيري كند.
حداقل ده روز پس از جراحي، از شدت آستانه براي تحريك حيوانات 
استفاده مي شد. براي به دست آوردن شدت آستانه، ابتدا حيوان توسط 
ــد. در صورتيكه  ــدت 30 ميكروآمپر تحريك مي گردي ــي به ش جريان
ــدند، اين  ــواج تخليه متعاقب (حداقل به مدت10 ثانيه) ثبت مي ش ام
ــناخته مى  شد (27)  ــدت جريان آستانه ش ــدت جريان به عنوان ش ش
ــدت جريان هر بار 10  ــر اين صورت، با فواصل 5 دقيقه اي ش در غي
ميكروآمپر بيشتر مى شد تا آستانه تحريك بدست آيد. سپس حيوانات 
ــدت جريان آستانه تحريك مي شدند تا مراحل مختلف تشنج را  با ش
نشان دهند. اين مراحل عبارت بودند از (28): مرحله 1، حركات دهان 
ــه بالا و پايين؛ مرحله 3، كلونوس  ــر ب و صورت؛ مرحله 2، حركت س
اندام جلويي طرف مقابل نسبت به محل تحريك؛ مرحله 4، كلونوس 
ــا و مرحله 5،  ــتادن روي هر دو پ ــاي جلويي دو طرف و ايس اندام ه

ايستادن روي هر دو پا و افتادن حيوان.
 (Rapid kindling) ــريع براي تحريك حيوان از روش كيندلينگ س
ــواج الكتريكي با  ــد (29). در اين روش حيوانات با ام ــتفاده مى ش اس
ــا فركانس 50 هرتز، مدت  ــس بالا و امواج مربعي تك فازي ب فركان
ــتانه، تحريك  ــدت آس ــس 1 ميلي ثانيه و به مدت 5 ثانيه و با ش پال
مى شدند. هر حيوان در هر روز 6 بار (با فواصل 10 دقيقه) توسط اين 
امواج تحريك مى شد. در گروهي از حيوانات كه تحريكات الكتريكي 
ــلا فاصله بعد از اتمام  ــا فركانس پايين (LFS) دريافت مى كردند ب ب

ــگ LFS به مدت 595 ثانيه در تمام فواصل بين  تحريكات كيندلين
ــد و اثر آن بر كميت هاي  تحريكات كيندلينگ به حيوان اعمال مى ش
ــنجي بررسي مى گرديد. مشخصات LFS به صورت امواج مربعي  تش
ــدت پالس 1 ميلي ثانيه و به مدت  ــك فازي با فركانس 1 هرتز، م ت
ــه LFS دريافت  ــود. در گروههايي ك ــتانه ب ــدت آس 200 ثانيه با ش
ــر حيوان  ــوكت روي س نمي كردند در تمام فواصل بين تحريكات س

قرار داشت.
ــد از: 1- مدت  ــده عبارت بودن ــنجي اندازه گيري ش كميت هاي تش
ــاي متعاقب (Cumulative ADD): مجموع زمانهاي  زمان تخليه ه
ــدن حيوان؛ 2-  ــروع تحريكات تا كيندل ش تخليه هاي متعاقب از ش
ــه (Daily ADD) و3- تعداد  ــان تخليه هاي متعاقب روزان مدت زم

روزهاي لازم براي رسيدن به هر يك از مراحل پنجگانه تشنجي
ــدازه گيري ميزان بيان GalR1 و GalR2 در ناحيه ژيروس دندانه  ان

دار هيپوكامپ.
ــاعت پس از آخرين  ــروس دندانه دار: 12 تا 24 س ــتخراج ژي 1- اس
تحريك، حيوانات براي استخراج ژيروس دندانه دار مورد استفاده قرار 
ــي خفيف با گاز دي اكسيد  مى گرفتند. بدين ترتيب كه پس از بيهوش
ــد و پس از باز كردن پوست سر حيوان  ــر حيوان قطع مى ش كربن س
ــته و مغز حيوان استخراج  ــتخوان جمجمه شكس ــت، اس از ناحيه پش
ــط برش ساژيتال نيمكره راست جدا مى شود و  مى گرديد سپس توس
بعد از تشخيص ناحيه هيپوكامپ، ناحيه ژيروس دندانه دار از آن جدا 
مى شد و به يك ميكروتيوپ استريل انتقال مى يافت. نمونه ها پس از 
استخراج سريعا به نيتروژن مايع (C°170-) انتقال داده مى شدند و تا 

زمان استخراج RNA در اين دما نگهداري مى شدند. 
ــتخراج RNA: كل RNA موجود در بافت ژيروس دندانه دار  2- اس
ــيناژن) و بر اساس  ــركت س ــتخراج +RNX (ش با كمك محلول اس
ــتخراج مى گرديد. تمامي روند استخراج  پروتكل كلروفرم- الكل اس
RNA بجز مواردي كه نياز به انكوبه كردن در دماي آزمايشگاه بود 

 +4°C ــانتريفوژ همواره در دماي ــخ انجام مى گرفت. عمل س روي ي
ــوب پاياني حاصل از استخراج  ــد. پس از حل كردن رس انجام مى ش
ــي كيفيت RNA استخراج شده،  RNA، 2 ميكروليتر آن براي بررس

روي ژل  آگارز 1% مورد استفاده قرار مى گرفت همچنين 1 ميكروليتر 
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ــپكتروفتومتري  مورد  ــي كمي استخراج، به  كمك  اس آن براي بررس
ــتخراج شده بعد از افزودن 1  ــي قرار مى گرفت، بقيه RNA اس بررس
ميكروليتر RNasinhibitor در دماي C°70- نگهداري مى گرديد. 
ــنتز cDNA: در اين مرحله از روي تمام mRNA هاي موجود  3- س
در نمونه استخراج شده، cDNA سنتز مى شد. سنتز DNA، با كمك 
ــد.  ــوس و پرايمر Oligo-dt انجام مي ش ــخه برداري معك آنزيم نس
ــار آنزيم مداخله گر RNase، به واكنش RNasin (مهارگر  براي مه

RNase) اضافه مى شد.

ــر قطعه اي از cDNA مربوط به  ــش PCR: به منظور تكثي 4- واكن
ــاي GalR1، GalR2 و b-اكتين از واكنش زنجيره اي پليمراز  ژنه
 Taq با كمك آنزيم پليمراز PCR ــد. فرآيند ــتفاده مى ش (PCR) اس
ــر ژن انجام  ــرو و معكوس براي ه ــي پيش ــاي اختصاص و پرايمره
ــت. براي هر قطعه مورد نظر، يك واكنش PCR جداگانه در  مى گرف
ــتفاده مى گرديد. براي هر نمونه، واكنشهاي PCR با  حجم μl 50 اس
كمك Master mix تهيه مى شد و در هر واكنش پرايمرهاي مربوط 
ــتفاده مي گرديد.  به يكي از ژنهاي b-اكتين، GalR1 يا GalR2 اس
ــر ژن در جدول 3-1 آورده  ــتفاده براي ه توالي پرايمرهاي مورد اس

شده است.
ــرايط  واكنش  PCR: براي  بهينه  سازي  شرايط   ــازي  ش 5- بهينه  س
ــتفاده مى شد تا سيگنال   ــب  اس ــيكل  مناس واكنش  PCR، از تعداد س
ــت  بوده و ثانيا  ــد محصول PCR اولا قابل  رؤي ــوط به تراكم بان مرب
وارد فاز اشباع منحني تكثير محصول PCR نگردد. ميزان غلظتهاي 
مناسب Mg++، dNTP، cDNA و پرايمرهاي R و F جهت انجام 
ــهاي جداگانه تنظيم  ــط آزمايش ــه واكنش PCR هر كدام توس بهين

مى شد. 
ــورز نمونه ها: 10 ميكرو ليتر از محصول هر واكنش پس  6- الكتروف
 (Loading buffer) ــدن با 2 ميكروليتر بافر مخصوص از مخلوط ش
ــدند. در دو طرف  ــد اضافه مى ش ــاي ژل آگارز 1 درص ــه چاهك ه ب
 100 bp ــا فواصل تفكيك ــا، دو نمونه از DNA Ladder ب نمونه ه
ــدند. الكتروفورز به مدت 50 دقيقه با ولتاژ ثابت 80 ولت  اضافه مي ش
ــتفاده در هنگام  ــد. ژل مورد اس ــگاه انجام مى ش و در دماي آزمايش
ساخت به اتيديوم برومايد آغشته مى گرديد. پس از پايان الكتروفورز، 

ــرار مى گرفت و تحت نور  ــتگاه Gel documentation ق ژل در دس
ــه از آن تصوير برداري  ــان acquisition برابر 0/2 ثاني ــا زم UV ب

ــيته باند هاي مورد نظر  ــت آمده ذخيره و دانس ــد و تصوير بدس مى ش
ــط نرم افزار Lab works اندازه گيري مى گرديد. براي  روي آن توس
ــبت به تراكم باند مربوط  هر نمونه تراكم باند مربوط به GalR2 نس

به β-Actin محاسبه مى شد.
تزريق دارو 

 Dr. Ulla Sollenberg هديه شده از طرف) M871 در اين تحقيق از
ــگاه  ــيمي دانش ــروه نوروش ــگاه Professor U. langel، گ آزمايش
استكهلم) به عنوان آنتاگونيست اختصاصي گيرنده هاي گالانين نوع 
ــد. M871 با دوز 1 ميكرو مولار بكار برده  ــتفاده ش 2 (GalR2) اس
ــد (30). از محلول نرمال سالين بعنوان حلال هر دو دارو استفاده  ش
ــتفاده از pH متر و HCl يك نرمال، بين  گرديد و pH محلول با اس
 pH ــد. همچنين از محلول نرمال سالين كه 7/3 تا 7/4 تنظيم مى ش

آن تنظيم شده بود، به عنوان محلول شاهد استفاده مي شد.
ــل ژيـروس دندانه دار، از لوله پلي اتيلني  براي تزريـق دارو به داخـ
ــر آن به سرسوزن  ــركت Stoelting، امريكا (كه يك س PE-20 (ش

ــرو ليتر متصل  ــرنگ  هاميلتون 10 ميك ــر ديگر آن به س G 30 و س
ــوزن با نرمال  ــد. قبل از تزريق دارو، لوله و سرس ــتفاده گردي بود، اس
ــرنگ هاميلتون در  ــو داده مي شدند. سپس س ــالين استريل شستش س
ــركت  محل مخصوص روي پمپ تزريقMicrosyring) Pump ش
 0/5 μl /5 min امريكا) قرار مي گرفت و دارو با سرعت ،Stoelting

به حيوان تزريق مي شد، سپس حيوان براي اجراي پروتكل تحريك 
به قفس فارادي انتقال مى يافت.

گروههاي آزمايشي
ــير  ــي تاثير LFS بر روند كيندلينگ مس در آزمايش اول براي بررس
ــه گروه آزمايشي مورد بررسي قرار گرفتند. در گروه اول  پرفورنت س
ــت مى كردند. در  ــا فركانس Hz 1 درياف ــات فقط تحريكات ب حيوان
ــروه دوم حيوانات فقط تحريكات كيندلينگ دريافت مى كردند و در  گ
گروه سوم حيوانات در فواصل بين تحريكات كيندلينگ، تحريكات با 

فركانسHz 1 دريافت مى كردند.
در آزمايش دوم براى بررسي اثرات LFS بر ميزان بيان ژن گيرنده هاي 
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نوع 1 و 2 گالانين گروههاي 1 تا 3 آزمايش اول بصورت مجدد تكرار 
ــد. حيوانات 20 تا 24 ساعت پس از دريافت آخرين تحريك با  مى ش
ــت خارج و ژيروس دندانه دار براي  ــوش، مغز آنها با دق گاز CO2 بيه
بررسي بيان ژن گيرنده هاي نوع 1 و 2 گالانين استخراج شد. بعلاوه 
ــرود و كانول گذاري  ــده اند و الكت ــروه حيوان كه جراحي ش ــك گ ي
ــاهد به  ــده اند (بدون دريافت تحريك الكتريكي) بعنوان گروه ش ش
ــاي تحريكي لازم  ــد. از آنجا كه تعداد روزه ــن آزمايش اضافه ش اي
 Kindled ــيدن به مرحله 5 تشنج) در گروه ــدن (رس براي كيندل ش
ــود بنابراين نمونه هاي بافتي مورد نياز  (آزمايش اول) برابر با 1±9 ب

براي اين آزمايش پس از روز نهم تحريك تهيه مى شدند.
در آزمايش سوم براي بررسي نقش گيرنده نوع 2 گالانين طي اثرات 
ــير پرفورنت، چهارگروه آزمايشي  مهاري LFS برروند كيندلينگ مس
ــر روز ابتدا  ــروه اول به حيوانات ه ــي قرار گرفتند. در گ ــورد بررس م
ــالين تزريق مى شد و سپس در معرض تحريكات كيندلينگ  نرمال س
ــالين  قرار مى گرفتند. در گروه دوم به حيوانات هر روز ابتدا نرمال س
ــپس اين حيوانات تحريكات كيندلينگ به همراه  ــد و س تزريق مى ش
 M871 ــوم هر روز ابتدا LFS دريافت مي كردند. در حيوانات گروه س

ــپس  ــد و س (با دوز mM 1) به داخل ژيروس دندانه دار تزريق مى ش
ــد. به حيوانات  ــكات كيندلينگ قرار مى گرفتن ــا در معرض تحري آنه
ــد و  ــروه چهارم هر روز ابتدا M871 (با دوز mM 1) تزريق مى ش گ
ــپس تحريكات كيندلينگ به همراه LFS دريافت مى كردند. تعداد  س

حيوانات در هر گروه حداقل 6 بود.

تأييد بافت شناسي 
ــتن الكترود و  ــر آزمايش جهت اطمينان از قرار داش ــس از پايان ه پ
ــرود ثبت و كانول رنگ  ــول در جـايگاه صحيح، بـه محـل الكت كان
(μl/min 0/5) تزريق و محل الكترود تحريك   Blue Methylene

ــدت mA 1 و مدت 5 ثانيه  ــتقيم با ش ــا جريان الكتريكي مس ــز ب ني
ــارج و در محلول فرمالين  ــپس مغز حيوانات خ تخريب مى گرديد. س
ــد. آنگاه از محل الكترود و كانول برش گيري به  10% قرار داده مي ش
عمل مى آمد تا محل الكترود و كانول مشخص شود. علاوه بر اين با 
ــل، ميزان تخريب نوروني در محل ثبت مورد  انجام رنگ آميزي نيس

ــي قرار مى گرفت. در همه آزمايشها، فقط موشهايي كه جايگاه  بررس
الكترود و كانول درست بود، مورد ارزيابي نهايي قرار مي گرفتند.

روش تجزيه و تحليل آماري
ــب طي روند صرع زايي  ــاري در ميزان امواج تخليه متعاق تفاوت آم
ــط آزمون تجزيه وتحليل واريانس از  ــي توس بين گروههاي آزمايش
ــبه گرديد. براي  نوع Repeated Measures و آزمون LSD محاس
ــه وقوع مراحل 5 گانه تشنجي بين گروههاي آزمايشي نيز از  مقايس
ــتفاده شد. براي بررسي  آزمون غيرپارامتريك Kruskal-Wallis اس
ــطح mRNA مربوط به GalR2 بين گروههاي آزمايشي  تغييرات س
ــبت تراكم باندهاي GalR2 به β-Actin براي هر گروه  ميانگين نس
ــط آزمون تجزيه وتحليل واريانس يكطرفه و  ــد و توس ــبه ش محاس
ــه صورت مى گرفت. داده ها به صورت (ميانگين  آزمون LSD مقايس
± خطاي معيار ميانگين) ارائه شده اند و P< 0/05 به عنوان حداقل 

سطح معني دار بودن در نظر گرفته شد.

نتايج
ــرود و كانول در  ــان داد كه محل الكت ــي نش ــاي بافت شناس آزمونه
ژيروس دندانه دار مى باشد. همچنين با استفاده از رنگ آميزي نيسل 
ــد كه اعمال تحريكات كيندلينگ و LFS سبب تخريب  ــاهده ش مش

ساختاري در محل تحريك و يا تزريق نمي شود.
ميانگين ADD پس از اولين تحريك در گروه اول (كه فقط تحريكات 
ــد) 0/84±15/33 ثانيه و در گروه دوم  ــگ دريافت مى كردن كيندلين
ــگ، تحريكات با  ــن تحريكات كيندلين ــات در فواصل بي ــه حيوان (ك
ــد) 0/49±16/33 ثانيه بود كه  ــس پايين نيز دريافت مى كردن فركان
از نظر آماري تفاوت معني داري نداشتند (P< 0/1). بعلاوه، ميانگين 
شدت تحريكات آستانه براي شروع تخليه هاي متعاقب در گروههاي 
مختلف نيز تفاوت معناداري را با هم نشان نداد (P< 0/1) و اين بدان 
ــت كه در حيوانات دو گروه تفاوت معني داري در استعداد ابتلا  معناس

به تشنج وجود نداشت.
تاثير LFS بر روند كيندلينگ مسير پرفورنت 

آزمون تجزيه و تحليل واريانس و آزمون LSD نشان داد كه تحريك 
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ــل بين تحريكات  ــط LFS در فواص ــير پرفورنت توس الكتريكي مس
ــگ كاهش معني داري در مجموع تخليه هاي متعاقب روزانه  كيندلين
نسبت به گروه اول نشان مى دهد (P< 0/001) (شكل 1- الف؛ براي 
ــت  ــبه مدت زمان تخليه هاي متعاقب روزانه ADD هاي بدس محاس
ــد). بعلاوه، مجموع  ــده پس از 6 تحريك روزانه با هم جمع مى ش آم
ــروه دريافت  ــا روز نهم در گ ــب از روز اول ت ــاي متعاق كل تخليه ه
ــان داد  ــروه اول كاهش معني داري را نش ــبت به گ كننده LFS نس
ــيد  ــه بـه 52/00±1367/40 ثـانيه رس و از46/60±1698/60 ثاني

 .(P<0/001)
ــتفاده از آزمونMann-Withney كاهش معني داري را در بروز  اس
ــبت به گروه اول  ــنجي در گروه LFS نس مراحل رفتاري 4 و 5 تش
ــان داد. بعلاوه تعداد روزهاي تحريكي لازم براي رسيدن به اين  نش
ــكل 1- ب)؛ در حاليكه در  ــش داد (P< 0/001) (ش ــل را افزاي مراح
ــه مراحل 1 تا 3 تغيير  ــيدن ب تعداد روزهاي تحريكي لازم براي رس

معنادارى ايجاد نكرد.

نتايج تزريق M871 به داخل ژيروس دندانه دار
تزريق M871 با دوز 1 ميكرومولار تغييرات معني داري در كميتهاي 
ــه دنبال تزريق  ــروه "Kindled+M871" (كه هر روز ب ــنجي گ تش
ــبت به گروه  دارو در معرض تحريكات كيندلينگ قرار مى گرفتند) نس
ــالين+Kindled" (كه ابتدا سالين دريافت مى كردند و سپس در  "س

ــرض تحريكات كيندلينگ قرار مي گرفتند) ايجاد نكرد. اما تزريق  مع
ــگ و LFS دريافت مي كردند  ــي كه تحريكات كيندلين آن در گروه
ــط  ــنجي توس "Kindled+LFS+M871" از كاهش كميتهاي تش

ــرد. در گروه "Kindled+LFS+M871" تزريق  LFS جلوگيري ك

دوز 1 ميكرومولار M871 افزايش معني داري در مجموع تخليه هاي 
متعاقب روزانه نسبت به گروه "سالين+Kindled+LFS" ايجاد كرد 
ــكل 1-الف). همچنين مجموع تخليه هاي متعاقب  (P< 0/001) (ش
ــرات  ــروه تغيي ــن دو گ ــم در اي ــا روز پانزده (cADD) از روز اول ت
ــان داد (P< 0/001). با اين وجود cADD در اين دو  معناداري را نش
گروه از روز اول تا روز نهم تفاوت معناداري را نشان نداد. به عبارتى 
ــرات مهاري LFS بر  ــت جلوي اث ــم به بعد M871 توانس از روز ده
پيشرفت كيندلينگ را بگيرد و تفاوت معنادار مربوط به روزهاي دهم 

.(P< 0/01) تا پانزدهم بود
تزريق M871 در گروه "Kindled+LFS+M871" اثرات كاهشي 
ــيدن به مراحل 3 تا 5 رفتاري  LFS بر تعداد روزهاي لازم براي رس

ــالين+Kindled+LFS" به طور معني  ــنج را نسبت به گروه "س تش
داري كاهش داد (P< 0/001) (شكل 1-ب).

نتايج بررسـي اثرات LFS بر ميزان بيان ژن گيرنده هاي 
نوع 1 و 2 گالانين

ــده با قرار دادن نمونه 2 ميكروليتري از  ــتخراج ش كيفيت RNA اس
ــد. تشكيل دو  ــتخراج بر روي ژل آگاروز 1% تاييد مى ش محصول اس
ــان دهنده عدم   ــي18S و 28S  در روي ژل نش ــد RNA ريبوزوم بان
ــد. بعلاوه  در  ــاختار  RNA مي باش ــيب در س ــتگي و آس ايجاد شكس
ــت  آمده  براي طول  ــبت  به  دس ــنجي RNA، نس آزمايش غلظت س
ــان  دهنده   موجهاي A/280 A 260 در محدوده  1/8 تا 2 بود كه نش

درجه   خلوص  قابل قبول RNA بود. 
بهينه  سازي تعداد واكنش  PCR: بررسي نمونه هاي حاصل از واكنش 
PCR در سيكلهاي 28، 30، 32، 34 و 36 روي ژل آگاروز 1% نشان 

ــيكل 34 مناسب ترين سيكل جهت بررسي تغييرات ميزان  داد كه س
ــت بطوريكه باندها به خوبي  mRNA گيرنده هاي نوع 2 گالانين اس

ــد.  ــباع وارد نمي ش ــل رويت بودند. بعلاوه واكنش به مرحله اش قاب
 cDNA ــتفاده از مقادير 0/5، 1، 2، 3، 4 و 5 ميكروليتر همچنين اس
 cDNA ــان داد كه مقدار 3 ميكروليتر ورودي در واكنش PCR نش

ورودي براي بررسي تغييرات سطح mRNA مناسب مى باشد.
 mRNA تغيرات بيان ژن گيرنده نوع 2 گالانين: اندازه گيري ميزان
ــمت راست، با استفاده  گيرنده نوع 2 گالانين در  ژيروس دندانه دار س
ــك Semi-quantitative RT-PCR كاهش معناداري را در  از تكني
ميزان mRNA گيرنده نوع 2 گالانين در       ژيروس دندانه دار حيوانات 
ــگ دريافت مى كردند)  ــروه Kindled (كه تنها تحريكات كيندلين گ
ــده و الكترود  ــرل (حيواناتي كه فقط جراحي ش ــبت به گروه كنت نس
ــه دار قرار مى گرفت اما  ــير پرفورنت و ژيروس دندان و كانول در مس
 .(P< 0/05) ــان داد ــي كردند) نش ــي دريافت نم ــه تحريك هيچگون
ــان داد كه اعمال تحريكات LFS بدنبال تحريكات  بعلاوه نتايج نش
 mRNA از كاهش ميزان ("Kindled+LFS" ــروه ــگ (گ كيندلين
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ــطح mRNA در اين  ــده نوع 2 گالانين جلوگيري مى كند و س گيرن
ــداد. بعلاوه اعمال  ــان ن ــروه تغييرات معناداري با گروه كنترل نش گ
تحريكات LFS به تنهايي و بدون اعمال تحريكات كيندلينگ (گروه 
ــاداري را در ميزان mRNA گيرنده نوع 2 گالانين  LFS) تغيير معن

ايجاد نكرد (شكل 2).
ــوع 1 گالانين، در ژيروس  ــان داد كه گيرنده ن نتايج اين تحقيق نش
ــتفاده بيان نمي  ــطح قابل رديابي با تكنيك مورد اس دندانه دار، درس

شود.

بحث و نتيجه گيرى
نتايج اين تحقيق اهميت گيرنده نوع 2 گالانين را طى اثرات مهارى 
LFS بر بروز تشنجهاي ناشي از كيندلينگ الكتريكي مسير پرفورنت 

نشان داد. بررسي توسط Semi-quantitative RT-PCR نشان داد 
كه كيندلينگ سبب كاهش بيان گيرنده هاي نوع 2 گالانين مى شود 

در حاليكه LFS اين كاهش بيان را مهار مى كند.
ــان داده بود كه به كار بردن LFS (با فركانس  ــته نش مطالعات گذش
ــه بعد از تحريكات كيندلينگ،  ــه مدت 15 دقيقه) بلافاصل Hz 1 و ب

ــبب تاخير و حتي مهار روند صرع زايي مى شود. بعلاوه اين اثرات  س
با افزايش آستانه تشنجي همراه بود (34-31و4و3). بنابراين احتمالا 
ــا را كاهش مى دهد. با اين  ــه نحوي تحريك پذيري نورونه LFS ب

وجود مكانيسم اثرات LFS هنوز نامشخص است. يافته هاي ما اثرات 
ــيرپرفورنت را نشان داده است و  مهاري LFS برروند كيندلينگ مس
ــال را مطرح مى كند كه گالانين را مى توان  براي اولين بار اين احتم
ــاري LFS در نظر گرفت زيرا  ــطه هاي اثرات مه بعنوان يكي از واس
ــار غيراختصاصي گيرنده هاي گالانين در ژيروس دندانه دار اثرات  مه
ــورت معني داري كاهش  ــر روند كيندلينگ را به ص ــاري LFS ب مه

مى دهد.
در اين تحقيق LFS با مدت پالس 1 ميلي ثانيه و شدتي برابر شدت 
ــتانه تحريكات كيندلينگ اثرات مهاري بر روند كيندلينگ داشت.  آس
 LFS ــيله ــي از تخريب نوروني بوس اين تاثير مهاري نمي تواند ناش
ــد زيرا مطالعات بافت شناسي تخريب نوروني مشخصي را نشان  باش
ــه ژيروس دندانه دار نيز 0/5  ــده در ناحي نداد. حجم داروي تزريق ش
ميكروليتر بود كه با سرعت 0/1 ميكروليتر در دقيقه تزريق مى شد و 

نمي توانست تخريب نوروني ايجاد كند. 
ــت كه LFS مى تواند سبب تغيير غلظت بعضي از  مشخص شده اس
ــود. به عنوان مثال،  ــميترها در مغز ش ــا و نوروترانس نورومودولاتوره
ــدن آدنوزين  اعمال LFS در برش هاي زنده هيپوكامپ باعث آزاد ش
ــت كه اعِمال طولاني مدت  ــده اس مى گردد (5) همچنين گزارش ش
LFS تغييراتي را در ميزان رسپتور بايندينگ گيرنده هاي بنزوديازپيني 

و اپيوئيدي μ ايجاد مى كند (6). احتمال دارد كه LFS ازطريق ايجاد 
تغييراتي مشابه آنچه كه ذكر شد، در نهايت سبب تقويت سيستم هاي 
ــود. نتايج تحقيق حاضر نيز نشان داد كه مهار گيرنده هاي  مهاري ش
ــت (35) باعث كاهش  گالانين (كه يك نوروپپتيد مهاري در مغز اس
ــود. بنابراين، مى توان اين احتمال را مطرح  اثرات مهاري LFS مى ش
نمود كه فعاليت گيرنده هاي گالانين مسئول حداقل بخشي از اثرات 

ضد تشنجي LFS مى باشد. 
مطالعات گذشته توزيع گسترده گيرنده هاي گالانين را در هيپوكامپ 
ــنجي اين گيرنده ها را نشان داده  و ژيروس دندانه دار و اثرات ضد تش
 in vitro ــي هاي مختلف در محيط ــت (15و12) همچنين بررس اس
ــنج  ــه گالانين به عنوان يك ضد تش ــد ك ــان مى ده و in vivo نش
ــاي نورآدنرژيك ورودي به هيپوكامپ  درونزاد قوي از انتهاي فيبره
آزاد مى شود و از طريق تضعيف تقويت سيناپسي و يا كاهش رهايش 
ــميترهاي تحريكي نظير گلوتامات باعث اثرات ضد تشنجي  نورترانس
ــي هاي مختلف نشان مى دهد كه  ــود (37-35و17و10). بررس مى ش
 in vitro ــط ــر LTP در هر دو محي ــك مهار كننده موث ــن ي گالاني
ــهاي هيپوكامپ  ــه روي برش ــت (36و35و10). مطالع و in vivo اس
ــهايي كه ژن گالانين آنها حذف شده بود نشان داد كه رهايش  موش
ــا 9 برابر افزايش مى يابد.  ــي آنها 6 ت گلوتامات از پايانه هاي سيناپس
ــهاي هيپوكامپ موشهايي كه  ــي در برش بعلاوه، پايانه هاي سيناپس
ــده بودند قادر به رهايش گلوتامات  دچار افزايش بيان ژن گالانين ش
نبودند (40-38و24) كه تاييد مى كند گالانين از طريق مهار رهايش 
گلوتامات مانع از تقويت سينايسي مى شود. بنابراين گالانين مى تواند 
ــنجي درونزاد در بعضي شرايط وارد عمل  به عنوان يك ماده ضد تش
ــه اگر طي روند  ــان داد ك ــود. نتايج حاصل از مطالعه قبلى ما نش ش
ــگ قبل از اعمال LFS هر روز به حيوانات M35 (به عنوان  كيندلين
آنتاگونيست غير اختصاصى گيرنده هاى گالانين) (40) تزريق شود و 
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ــود، اثرات ضد  در نتيجه جلوي فعاليت گيرنده هاي گالانين گرفته ش
تشنجي LFS كاهش مى يابد. 

گالانين در سيستم عصبي مركزي حداقل از طريق سه گيرنده متصل 
ــاي G- GalR1، GalR2 و -GalR3 عمل مى كند.  ــه پروتئين ه ب
ــه گيرنده تنها نوع 1 و 2 در  ــت كه از بين اين س ــخص شده اس مش
ــوند. همچنين نشان داده شده است كه توزيع  هيپوكامپ بيان مى ش
ــلولهاي هرمي هيپوكامپ فراوان است در حاليكه  گيرنده نوع 1 در س

گيرنده نوع 2 در ژيروس دندانه دار فراواني بيشتري دارد. 
ــوع 2 در اثرات مهاري  ــن نقش گيرنده ن ــن تحقيق براي تعيي در اي
LFS از M871، پپتيدي تازه ساخته شده اي كه حدود 30 بار تمايل 

ــتري براي اتصال به گيرنده نوع 2 دارد (30) بعنوان آنتاگونيست  بيش
ــد. همانطور كه در شكل 6-4  ــتفاده ش اختصاصي گيرنده نوع 2، اس
ــد كيندلينگ تاثير  ــده M871 طي ده روز ابتداي رون ــان داده ش نش
معني داري بر مهار اثرات LFS ندارد در حاليكه از روز 10 به بعد به 
صورت معني داري سبب مهار اثرات LFS مى شود. با توجه به اينكه 
ــده LFS به همراه تحريكات  ــن تحقيق گروههاي دريافت كنن در اي
ــايد بتوان  ــيدند. ش ــگ تقريبا در روز دهم به مرحله 3 مى رس كيندلين
گفت كه طي دوره كانوني شدن تشنج (مراحل 1 تا 3) گيرنده نوع 2 
ــر چنداني در بروز اثرات مهاري LFS ندارند اما در دوره عمومي  تاثي
ــنج (مراحل 4 و 5) نقش عمده گالانين در مهار اثرات ضد  شدن تش
ــنجي LFS به واسطه فعاليت گيرنده هاي نوع 2 مى باشد زيرا در  تش
 M871 و M35 اين دوره (روز دهم تا پانزدهم در آزمايش ما) اثرات
ــد. در همين راستا نشان  ــان بود و تفاوتي بين آنها مشاهده نش يكس
ــده است كه نقش ضد تشنجي گيرنده هاي گالانين نوع 2 در  داده ش

مراحل عمومي شدن تشنج بيشتر از مراحل كانوني آن است.
ــز نقش  ــل از Semi-quantitative RT-PCR ني ــاي حاص داده ه
ــنجي LFS تائيد مى كند.  ــرات ضد تش ــوع 2 را در اث ــاي ن گيرنده ه
ــان داد كه به دنبال كيندلينگ مسير پرفورنت ميزان  اين مطالعه نش
ــه دار به صورت معناداري  ــده نوع 2 در ژيروس دندان mRNA گيرن

كاهش پيدا مى كند. اين مشاهده با گزارشهاي قبلي در مورد كاهش 
بيان ژن گيرنده نوع 2 به دنبال تشنجات ايجاد شده توسط پيلوكارپين 
مطابقت دارد. بعلاوه نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه اعمال 
ــه دنبال تحريكات كيندلينگ جلوي كاهش بيان گيرنده نوع  LFS ب

2 را مى گيرد. اين داده ها ممكن است نشان دهنده اهميت وجود اين 
ــد. در واقع حداقل  ــنجي LFS باش گيرنده ها در ايجاد اثرات ضد تش
بخشي از اثرات ضد تشنجي LFS از طريق فعال كردن گيرنده هاي 
ــن درونزاد صورت مى گيرد.  ــايد افزايش رهايش گالاني گالانين و ش
ــان داد كه مهار گيرنده هاي گالانين  ــوي ديگر داده هاي ما نش از س
اثرات معني داري در گروههايي كه تنها تحريكات كيندلينگ دريافت 
ــنجات ايجاد شده  ــت. اين نتايج با نتايج قبلي در تش مى كردند نداش
ــه علت تفاوت در  ــت ب ــت كه ممكن اس با پيلوكارپين مطابقت نداش
ــاوت در نژاد حيوانات  ــد و همچنين تف مدلهاي ايجاد كيندلينگ باش

مورد استفاده باشد. 
ــوع 1 گالانين، در ژيروس  ــان داد كه گيرنده ن نتايج اين تحقيق نش
ــتفاده بيان نمي  ــطح قابل رديابي با تكنيك مورد اس دندانه دار، درس
شود. گزارشهايي قبلي نيز بيان مى كنند كه گيرنده نوع 2 در ژيروس 
دندانه دار توزيع بيشتري دارند در حاليكه گيرنده هاي نوع 1 عمدتا در 
ــلولهاي هرمي ناحيه CA1 و CA3 متراكم شده اند و ميزان بيان  س
آن در ژيروس دندانه دار بسيار كم است (41). در هر حال با استفاده 
ــوع 1 گالانين در ژيروس  ــك Real Time-PCR گيرنده ن از تكني
ــان آن طي كيندلينگ  ــت كه بي ــده اس دندانه دار رديابي و گزارش ش
دچار تغييرات معنا داري نمي شود (39و22و21). تفاوت تكنيك مورد 
ــده و همچنين تفاوت در نژاد  ــتفاده براي رديابي ميزان بيان گيرن اس
موشهاي صحرايي مورد استفاده ممكن است علت تفاوت مشاهدات 

باشد. 
ــاي گالانين بويژه  ــه گيرنده ه ــوان نتيجه گرفت ك ــور كلي مى ت بط
گيرنده هاي نوع 2 گالانين مى توانند به عنوان واسطه بخشي از اثرات 
ــي از كيندلينگ مسير پرفورنت عمل  ــنجات ناش مهاري LFS بر تش
ــا بجز گالانين عوامل ديگري هم مى توانند در اعمال اثرات  كنند. ام
ــايي اين عوامل و  ــند كه براي شناس ــته باش مهاري LFS نقش داش
مكانيسمهاي اثر ضد تشنجي LFS به مطالعات ببيشتري نياز است.
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 شكل 1. تاثير تزريق M871 به ژيروس دندانه دار بر مدت زمان تخليه هاي متعاقب روزانه و مراحل رفتاري تشنج

شكل 2. تاثير تحريكات الكتريكي كيندلينگ و LFS بر بيان ژن گيرنده هاي نوع 2 گالانين در ژيروس دندانه دار. 

ــگ LFS دريافت  ــه همراه تحريكات كيندلين ــق M871 در گروهي ك الف) تزري
مى كردند "Kindled+LFS+M871" اثرات كاهشي LFS بر مدت زمان تخليه هاي 
متعاقب روزانه را از روز دهم يه يعد نسبت به گروهي كه ابتدا نرمال سالين و سپس 
تحريكات كيندلينگ همراه LFS دريافت مى كردند "سالين+Kindled+LFS" به 

 .(P< 0/001) طور معني داري كاهش داد

ــي LFS بر  ــق M871 در گروه"Kindled+LFS+M871" اثرات كاهش ب) تزري
ــبت به  ــنج را نس ــيدن به مراحل مختلف رفتاري تش تعداد روزهاي لازم براي رس
ــي داري كاهش داد. همان گونه كه  ــالين+Kindled+LFS" به طور معن گروه "س
ــت. در هر  ــود اين كاهش تنها از روز دهم به بعد معنادار اس ــكل ديده مى ش در ش
 .(n = 6) ــان دهنده ميانگين ± خطاي معيار ميانگين مى باشند دو نمودار اعداد نش
ــه با گروه "سالين+Kindled+LFS" از  ــان دهنده P< 0/001 در مقايس *** نش

روز اول تا روز پانزدهم مى باشد.

ــيته باند B- اكتين نشان داده  ــبت به دانس الف) بيان ژن GalR2 به صورت درصد نس
شده. همانگونه كه در شكل مشاهده مى شود اعمال تحريكات كيندلينگ تا بروز مرحله 
 (Kindled) 5 رفتاري تشنج در گروهي كه تنها تحريكات كيندلينگ دريافت مى كردند
ــبت به گروه  ــي داري در ميزان mRNA گيرنده نوع 2 گالانين نس ــبب كاهش معن س
ــود. (p< 0.01 §§) در حاليكه در گروهي كه همراه تحريكات كيندلينگ  كنترل مى ش
LFS دريافت مى كردند "Kindled+LFS" اين كاهش ميزان mRNA نسبت به گروه 
كنترل معني دار نيست اما اين گروه نسبت به گروه Kindled تفاوت معناداري را نشان 
ــد. بعلاوه اعمال تحريكات LFS به تنهايي و بدون اعمال تحريكات كيندلينگ  مى ده
ــبب تغيير معناداري در ميزان mRNA گيرنده نوع 2 گالانين نسبت به  (گروه LFS) س
ــد (p< 0.1 **). دانسيته باند مربوط به گيرنده نوع 2 گالانين براي هر  گروه كنترل نش
نمونه نسبت به دانسيته باند B- اكتين نرمالايز شده است. داده ها به صورت ميانگين ± 

 .(n =6) خطاي معيار ميانگين نشان داده شده است

 Ladder، :ــد از ــت عبارتن ــه ژل الكتروفورز، نمونه ها از چپ به راس ــك نمون ب) ي
 .β-actin، Kindled+LFS، Control، LFS، Kindled
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