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Abstract 

Introduction: Compounds which are used to treat organophosphate (OP) poisoning are 
not able to fully alleviate long lasting effects. They are mainly used to antagonize 
cholinergic effects of Ops. However, non-cholinergic effects, such as interference with 
different neurotransmitter systems, especially GABA release and uptake, are recently 
attracting more attentions. We have tried to investigate any potential interaction between 
paraoxon and GABA uptake. 

Methods: We used cerebellar synaptosomes. Cerebellum of 250-280 g Wistar rats were 
rapidly dissected out, homogenized, centrifuged, and incubated with 0.01 μ M [3H]GABA 
in the presence of different doses of paraoxon for 10 minutes at 37 oC. At the end of the 
incubation period, synaptosomes were layered in chambers of superfusion system. In order 
to assay the amounts of [3H]GABA taken up, radioactivity was measured using a β-counter.  

Results: Our findings reveal that mean GABA uptake was 111.42, 95.37, 71.6, 73.53 and 
75 percent of the control values in the presence of different concentrations of paraoxon 
(0.01, 0.1, 1, 10 and 100 μ M) respectively. GABA uptake was significantly reduced at 
doses 1, 10 and 100 μ M (p<0.05).  
Conclusion: It seems that paraoxon at higher doses may interfere with GABA uptake by cerebellar 
synaptosomes. 
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  ژي و فارماكولوژيفيزيولو
  1385پاييز ، 3، شماره 10جلد 

  اثر مهاري پاروكسان در برداشت گابا در سيناپتوزوم مخچه موش

  *2 و عليرضا عسگري2باطن علي خوش ،3، فرشته پورعبدالحسين2اصغر قاسمي، 1آمنه شاهرخي

  درمان شهرستان ريشبكه بهداشت و  -1

  »عج«...انشگاه علوم پزشكي بقيه ا دهاي شيميايي، ز تحقيقات آسيبو مرك يزيكفگروه فيزيولوژي و بيو -2

  ه فيزيولوژي دانشگاه تربيت مدرس گرو-3
   و همكارانشاهرخي  پاروكسان و برداشت گابا در سيناپتوزوم مخچه موش

  85 آذر :پذيرش       85 آبان :بازبيني      85تير : دريافت

  چكيده

اين داروها براي درمـان عـوارض       . د، كارآمد نيستند  نشو  استفاده مي ها    ارگانوفسفاتدرمان اثرات طولاني مدت     تركيباتي كه امروزه براي     : مقدمه

باشند كه  علاوه بر اثرات كولينرژيكي واجد اثرات غير كولينرژيكي نيز مي  گانوفسفاتروند، حال آنكه تركيبات ار  به كار مي ها  ارگانوفسفاتكولينرژيكي  

 تحـت تـاثير گازهـاي    توانـد  مـي مرحله برداشـت گابـا   . هاي نوروترانسميتري، بخصوص مسيرهاي گاباارژيك است       ساير سيستم  درگيرييكي از آنها    

هـاي مخچـه مـوش اسـتفاده          بمنظور بررسي هر گونه تداخلي بين پاروكسان و برداشت گابا از فضاي سيناپسي ما از سيناپتوزوم               . شيميايي قرار بگيرد  

  . كرديم

دار  هاي به دست آمده از اين فرايند با گاباي نشان      س از خارج كردن از جمجمه، هموژنيزه، و سانتريفوژ شد، سپس سيناپتوزوم            پ مخچه :ها  روش

بـا  .  دقيقه انكوبه شـدند    10 درجه سانتيگراد و به مدت       37 ميكرومولار، در حضور دوزهاي مختلف پاروكسان در دماي          01/0شده با تريتيوم با غلظت      

دار، توسط دستگاه شمارشگر اشعه بتا شمارش شد و           در نهايت گاباي نشان   . ها از مايع اطراف خود جدا شدند        ستگاه سوپرفيوژن سيناپتوزوم  استفاده از د  

  .ها محاسبه شد از اين طريق مقدار برداشت گابا توسط سيناپتوزوم

ميانگين مقدار برداشـت گابـا در ايـن دوزهـا بـه      . رت گرفتپاروكسان صو  ميكرومولار100 و10، 1، 1/0، 01/0بررسي ما در دوزهاي     :ها  يافته

از نظـر آمـاري       ميكرومـولار  100 و 10،  1هـاي    مقادير گروه كنترل بود، كه اين تغييـرات در دوز          درصد 75 و   53/73،  6/71،  37/95،  42/111 :ترتيب

  ). >05/0pدار بودند با معني

هاي مخچه موش را مهار        برداشت گابا توسط سيناپتوزوم    ،هاي بالاتر   نسته است در دوز   رسد پاروكسان توا    به نظر مي  به اين ترتيب     :گيري  نتيجه

تواند يكي    تواند منجر به كاهش تاثير مهاري سيستم گابا شود، اين مسير مي             با توجه به تاثير برداشت گابا در رهايش مجدد آن مهار برداشت مي            . كند  

  . تشنج باشدها در بروز از مسيرهاي اثر گذاري ارگانوفسفات
     

  . ارگانوفسفات، پاروكسان، سوپرفيوژن، سيناپتوزوم، گابا:هاي كليدي واژه
   

    

                                                 
  :پست الكترونيك نويسنده مسئول مكاتبات *

asgari@bmsu.ac.ir 
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  مقدمه

هاي كـولين اسـتراز علايـم توكـسيك         مواجهه با مهار كننده   

تـرين اثـرات ايـن         شـده   شـناخته . گذارد  فراواني از خود به جا مي     

ار مه ـ. هاسـت  عوامل ناشي از خاصيت آنتي كـولين اسـترازي آن        

هـاي    آنزيم كولين استراز موجب تجمع استيل كولين در سيناپس        

هـاي تـشنجي تحـت القـاي ايـن            فعاليـت . شـود   كولينرژيك مي 

جبران  شوند كه ضايعات تركيبات سريعا به تشنج پايدار منجر مي

هاي كلاسيك    استفاده از درمان   .ناپذيري براي مغز به همراه دارد     

دهـد    ها نشان مـي     وپين در پريمات  ها و آتر    ديازپام ،اكسايم : مانند

تواننـد    كه اين درمانها حتي در صورتيكه سريعا آغاز شـوند، نمـي           

اخـتلالات در صـورتي برطـرف       ]. 1[هاي مغزي شوند    مانع آسيب 

شوند كه هر گونه عدم تعادل نروشيميايي كه منجر به ايجـاد              مي

 اين تئوري ،و از اينجا] 20[و ابقاي تشنج شده است، برطرف شود   

هاي نوروترانسميتري در شروع و ابقاي اين نـوع          ه ساير سيستم  ك

از آنجايي كه سيستم گاباارژيـك      . تشنج دخالت دارند، مطرح شد    

هـاي زيـادي       است بررسـي   CNSترين سيستم مهاري در       عمده

ايـن سيـستم بحـث انگيزتـرين     . پيرامون آن صورت گرفته است   

يقات به نتـايج    باشد چرا كه اكثر تحق      سيستم نوروترانسميتري مي  

متفاوتي ختم شده است و مطالعات در اين زمينه همچنان ادامـه            

  .دارد

سـلولهاي    سيـستم ترانـسپورتري  توسـط  رهايش  پس از گابا  

شود و براي رها شدن مجـدد آمـاده           عصبي و گليال برداشت مي    

برداشـت  سـه   وپر به نحـوي بـر     عاملي كه بتواند   هرشود، لذا     مي

 ـ مـي  ،يجاد كند  تداخلي ا  يتر مذكور مترانس  يـا  تـضعيف و   درد  توان

ــك   ــستم گاباارژيـ ــت سيـ ــوذ CNSتقويـ ــال نفـ ــد اعمـ  .كنـ

ترانسپورترهاي گابا در شرايط خاص فيزيولوژيـك و پاتولوژيـك          

قادرند علاوه بر برداشت گابـا بـصورت معكـوس عمـل كـرده و               

حركتي در خلاف جهت برداشت انجام دهند، يعني اقدام به پمپ           

اين الگوي رهايش در    ]. 2[رج سلول نمايند  كردن ترانسميتر به خا   

واقع نوعي رهايش گابا به صورت غير وزيكولي و مستقل از يون            

سومان و تـابون    ايي ازقبيل   ه  اثرات ارگانوفسفره ]. 5[كلسيم است 

بررسـي   مـورد ي خوكچه هندي اه سيناپتوزوم دربرداشت گابا  بر

 لاغلظـت بـا    سـموم فـوق در     هدد  گرفته است كه نشان مي     قرار

 ـ برداشتبه كاهش    منجر  اثـر  مـورد  در امـا ،  ]21[گـردد  ا مـي   گاب

 بـر  باشـد   مـي  ن پـاراتيو  نوروتوكـسيك  كـه متابوليـت      پاروكسان

با توجه به اينكـه     . يستدست ن  اطلاعات چنداني در  برداشت گابا   

اين تركيبات در صورت بروز مسموميت عوارض متعددي از قبيل          

رفتـاري،   لالات  نقايص حركتـي، نقـايص قلبـي و عروقـي، اخـت           

 صـورت    عـصبي كـه بـه      هاي    و همچنين مسمويت   تعقلي، رواني 

اكـسوني را بـه همـراه        ديررس همراه با دژنراسـيون       نروپاتي   پلي

خواهند داشـت، ضـرورت بررسـي بيـشتر پيرامـون آنهـا مطـرح               

  .شود مي

شناسـي و   بافـت هـاي     ويژگـي ي داشـتن      بـه واسـطه   مخچه  

بـراي بررسـي ايـن اثـر         منحصر به فرد محل خـوبي        عملكردي

در  ( زياد آنزيم استيل كـولين اسـتراز        وجود مقادير نسبتاً  . باشد  مي

و همچنـين   ] 9)[مقايسه با سيستم كولينرژيك ناچيز ايـن بافـت        

اصلي در مخچـه    عصبييها ميانجيان يكي از ووجود گابا به عن  

 اثـرات  ارزيـابي    از جمله دلايلي اسـت كـه ايـن بافـت را جهـت             

 يـك اارژل تركيبات ارگانوفسفره بـر سيـستم گاب       مستقيم و مستق  

و مهـار   تركيبـات   ال مواجهه با اين     ب چرا كه به دن    كند،  متمايز مي 

آنزيم استيل كولين استراز به دليل ناچيز بودن مقدار اوليه استيل           

هـاي   و تأثير بر سـاير سيـستم   آن كولين در محيط احتمال ازدياد  

 ناچيز بودن مقدار استيل     .خواهد بود بسيار كمتر    نوروترانسميتري،

تـوان آنـرا ناديـده      اين ناحيه در حـدي اسـت كـه مـي          كولين در   

از موش نر بالغ      لازم به ذكر است كه در اين تحقيق        .]10[گرفت

ي بالغ نـسبت بـه        استفاده شده است كه با توجه به اينكه مخچه        

] 7[ساير نواحي مغز سيـستم كولينرژيـك بـاز هـم كمتـري دارد             

اين مطالعـه   . گيرد  يستم كولينرژيكي صورت مي   حداقل تداخل س  

قصد دارد اثر احتمـالي      با استفاده از سيناپتوزوم و متد سوپرفيوژن      

پاروكسان در برداشت گابـا را در ايـن نقطـه از سيـستم اعـصاب       

  .مركزي بررسي كند
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 ها مواد و روش

 كوري در هر ميلـي      99 با فعاليت ويژه     GABA[3H] .مواد

 از شـركت آمرشـام      ASCII نـوع    *يونمول و كوكتل سنتيلاس ـ   

و آمينواكسي استيك اسيد، پاروكـسان و سـاير مـواد           ) انگلستان(

آزمايشگاهي لازم جهت تهيه بافرهاي مـورد نيـاز ايـن تحقيـق             

از شركت سيگما   ) هموژناسيون، استاندارد و تحريك   هاي    محلول(

  .خريداري شدند

بـا  ويـستار   هاي بالغ نر نژاد       موشدر اين مطالعه از      .حيوانات

هر ست آزمايش از مخچه    براي    گرم استفاده شد   220-280وزن  

حيوانـات تـا زمـان آزمـايش در شـرايط           .  شد يك موش استفاده  

 سـاعته بـا   12 درجـه سـانتيگراد و سـيكل نـوري      22±1حرارت  

هـا    تمامي آزمايش . شدند  دسترسي آزاد به آب و غذا نگهداري مي       

آزمايـشگاهي   با حيوانـات     منطبق با موازين دانشگاه در مورد كار      

  .انجام شد

 در  اتـر  اتيـل  ديبا استفاده از پنبه آغشته به       . تهيه سيناپتوزوم 

بـا دو   پس از جدا نمودن سر       حيوان را بيهوش كرده و    ،  دسيكاتور

) از دو طرف محل سوراخ ماگنوم بـه سـمت برگمـا           (برش قيچي   

جدا و نسبت به جداسازي مخچه از پايكهـاي آن اقـدام            جمجمه  

 درجـه سـانتيگراد انجـام       0-4 تمام مراحل بعدي در حرارت       .شد

، بـه   ]16[ تهيه شدند    Mauraها بر اساس روش       سيناپتوزوم. شد

، مخچـه در بـافر     اين صورت كـه بعـد از تميـز كـردن و تـوزين             

اين محلول  . گذاشته شد )  برابر 40با نسبت حجمي    (هموژناسيون  

 مـولار   1/0 باشد كـه بـا فـسفات         مولار مي  32/0شامل سوكروز   

pH    هـايي    اين بافر و كليه محلـول     .  تنظيم شده است   4/7 آن در

دارند بايـد   ها قرار    كه از اين مرحله به بعد در تماس با سيناپتوزوم         

. مـولار باشـند    ميلي1/0حاوي آمينواكسي استيك اسيد با غلظت       

ماده اخير يك مهار كننده آنزيم گابا ترانس آميناز اسـت كـه بـه               

هاي  ت از تبديل گاباي نشاندار با تريتيوم به متابوليتمنظور ممانع 

ديگر و اطمينان از اينكه راديواكتيويتـه سـنجش شـده بـه طـور               

. شـود  باشـد، اسـتفاده مـي     مـي GABA [3H]عمده مربوط به 

                                                 
1
 Scintillation cocktail 

 90كننده با سـرعت چـرخش         سپس با استفاده از دستگاه هموژن     

.  حركت مخچه به طـور كامـل همـوژن شـد           25دور در دقيقه و     

 g1000 دقيقـه و بـا شـتاب    5نمونه همـوژن مخچـه بـه مـدت      

سازي مجدد    رويي و معلق     شد و بعد از جدا سازي مايع       ژسانتريفيو

 دقيقه و با    5 حجم از بافر هموژناسيون، به مدت        نرسوب در هما  

رسوب اين مرحله . يك بار ديگر سانتريفيوژ گرديد g1000شتاب 

 مناسبي از محلول مدر حجهاي سيناپتوزومي بود   كه حاوي نمونه  

مواد و غلظت آنها در اين محلـول         .استاندارد به آرامي حل گرديد    

؛ سـولفات   3؛ كلريـد پتاسـيم،      125كلريد سـديم،    :عبارت بودند از  

؛ 1؛ فـسفات هيـدروژن سـديم،      2/1؛ كلريد كلسيم،    2/1منيزيوم،  

 و آمينواكـسي اسـتيك      10؛ گلـوكز،    22كربنات هيدروژن سديم،    

هميـشه  ). بر حسب ميلي مولار اسـت     ها    همه غلظت  (؛1/0اسيد،  

قبل از استفاده از محلول استاندارد، محلول در حـرارت اتـاق بـه              

اين كار براي تنظـيم     . شد   دقيقه با كربوژن هوادهي مي     30مدت  

pH الزامي بود4/7 محلول در محدوده .  

تعيين غلظت نهايي پروتئين در سيناپتوزوم به       در اين مطالعه    

ميزان
ml

mg 1 3[ شـد   اندازه گيريفورد برد بر اساس روش.[ 

 به منظـور درگيـر      Pre-incubationصورت گرفت، در مرحله     

هـاي   دوز(هاي ترانسپورتري با عامـل مداخلـه گـر     كردن سيستم 

 ميلـي ليتـر در   5/0سـيناپتوزوم بـه ميـزان    ) مختلـف پاروكـسان  

هر اپندروف معرف يـك    .  شد هاي اپندروف جداگانه قرار داده      لوله

سـاير  . ان اضافه شـد   سپس به گروه تست پاروكس    . باشد  گروه مي 

گروه نيپكوتيك اسيد كه يك مهاركننده      :  از گروهها عبارت بودند  

اختصاصي سيستم ترانسپورتري گابا است و به منظور اطمينان از          

شـود،    حساسيت متد براي تعيين مقدار مهار برداشت استفاده مـي         

كند و گـروه      ترل كه در اين مرحله هيچ چيز دريافت نمي        گروه كن 

ــسان  ــلال پاروكـ ــط حـ ــه فقـ ــي  حـــلال كـ ــل دي يعنـ متيـ

ــسايد ــافه  (DMSO)سولفوك ــه آن اض ــد ب ــه . ش -Preمرحل

incubationدقيقـه در دمـاي اتـاق بـراي تمـام     20  به مدت  

هـاي   سـپس در مرحلـه انكوباسـيون بافـت    . ها يكسان بـود    گروه

مـاري شـيكردار در دمـاي         دقيقه به بن   10سيناپتوزومي به مدت    

شده و با گاباي نشاندار با غلظـت     درجه سانتيگراد انتقال داده      37

 ميكرومول مواجه و به سيستم ترانسپورتري فرصـت     04/0نهايي  
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تـرين زمـان      را برداشت كنـد، ايـن زمـان مناسـب           شد تا آن    داده  

 ايـن   .برداشت گابا بود كه ما در آزمايشات خود به دست آورديـم           

متوقـف   دار مرحله با رقيق سازي و كـاهش غلظـت مـاده نـشان    

در مرحله بعدي سيناپتوزوم موجـود در هـر اپنـدروف بـه      ].4[شد

به كمك . هاي سوپرفيوژن انتقال داده شد    يك محفظه از محفظه   

پمــپ پريــستالتيك از طريــق آسپيراســيون محتــواي مخــازن از 

 ـ    سـيناپتوزومها قسمت پايين،    ده و  ش ـ   گـذاري     ه روي فيلترهـا لاي

ــپس ــتاندارد    س ــافر اس ــبي از ب ــم مناس ــا حج ــر3(ب ــي ليت )  ميل

پـس از تخليـه   . شـدند  سيناپتوزومهاي لايه گذاري شـده شـسته    

ي واجـد    پمـپ پريـستالتيك فيلترهـا      كامل مايع اطـراف توسـط     

 .شدند  سيناپتوزوم جدا شده و به دستگاه شمارشگر بتا انتقال داده           

ــدازه   ــور ان ــه منظ ــدا  ب ــري مق روش از  GABA [3H]ر گي

و سپس ويالهاي واجـد فيلتـر       ] 14[شد    استفاده مايع   تيلاسيونسن

  .شد داده  ي دستگاه بتا كانتر قرارها محفظهبه ترتيب در 

چون در اين   . بررسي تغييرات فعاليت آنزيم لاكتات دهيدرژناز     

ها به دنبال مواجهـه آنهـا          در نمونه  LDHمطالعه مقدار تغييرات    

موثر بر غشاهاي بيولوژيك مورد نظر بوده است مقدار          دترژانتبا  

تغييرات در مدت زمان واكنش در فواصل زمـاني كوتـاه و ثابـت              

بـا پيـشرفت واكـنش و تبـديل         شد، به ايـن صـورت كـه         تعيين  

NADH   به NAD+         مقدار جذب نوري محلول در طول مـوج 

اين كاهش جـذب، معـرف مقـدار        . يافت   نانومتر كاهش مي   340

 و بنابراين معيـاري از مقـدار فعاليـت          پيروات به لاكتات  تغييرات  

فعاليت آنزيم فوق در حـضور و     . بود LDHآنزيم مورد نظر يعني     

  .گرفت يك درصد صورت -100Xعدم حضور تريتون 

در اين مطالعـه فعاليـت راديواكتيـو در         . بررسي اثر پاروكسان  

 هاي واجد پاروكسان كه معرف غلظت گاباي برداشت شـده          نمونه

بـه  . است به صورت درصد نسبت به گروه كنترل بيان شده است          

اين منظور مقدار شمارش راديواكتيو در گروه كنترل صـد درصـد            

فرض شد و شمارش راديواكتيو در گروههـاي ديگـر بـه نـسبت              

در نهايت مقايسه آماري مقادير متناظر      . گروه كنترل محاسبه شد   

)  لـف پاروكـسان   از نظر دوزهاي مخت   (در بين گروههاي مختلف     

 ± meanنتايج به صورت . نسبت به گروه كنترل صورت گرفت

SEM     ها به كار گرفتـه شـده اسـت           محاسبه و در رسم منحني .

هـا از     دار بـين گـروه      هاي آماري معني    جهت بررسي وجود تفاوت   

unpaired student t test در مقايـــسه دو گـــروه، و از 

ANOVA        يش از دو گروه     يك طرفه در مواردي كه لازم بود ب

بـراي كليـه تـستهاي آمـاري        . با هم مقايسه شوند، استفاده شـد      

  .در نظر گرفته شد) > P 05/0( درصد 95داري  سطح معني

  ها يافته

براي بررسي هر گونه تاثير احتمالي حلال در برداشـت گابـا،            

يعنــي بــيش از % (02/0 را بــا غلظــت) DMSO(گــروه حــلال 

مـورد   )دوز پاروكـسان لازم بـود  غلظتي كه براي تهيه بـالاترين  

در برداشت گابا بين اين گروه با گروه كنترل         . آزمايش قرار داديم  

تفاوت معني داري مشاهده نشد و اين نشان داد كه اين حلال در    

  .برداشت گابا نقش ندارد

 سـيتوزولي   يماركرهـا   بـين   به منظور تعيين سلامت غشا از       

بـه عنـوان يكـي از        (LDH)مختلف، آنزيم لاكتات دهيدروژناز     

منظـور    بـه   . هاي سيتوزول، قابـل بررسـي اسـت         بهترين شاخص 

  بـه ايـن ترتيـب   Occludedدهيـدرژناز   محاسبه مقدار لاكتات

دهيـدرژناز بـدون حـضور        شود كه مقدار فعاليت لاكتات      عمل مي 

دترژانت كه معرف مقدار اين آنزيم در خارج سيناپتوزوم اسـت از            
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%38/88دهيـدرژناز درون سـيناپتوزوم معـادل          مقـدار لاكتـات   . سيناپتوزومي

 ± Mean   مقـادير فـوق در هـر سـتون    .باشـد  دهيدرژناز كل مـي  لاكتات

S.E.M    18 آزمايش استدوره. 
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رژناز در مواجه با دترژانـت كـه معـادل         دهيد  مقدار فعاليت لاكتات  

اسـت كـسر    ) در خارج و داخل سـيناپتوزوم     (مقدار كل اين آنزيم     

دهيدرژناز موجـود در درون       گردد، به اين ترتيب مقدار لاكتات       مي

روش تجزيه تحليـل آمـاري در ايـن         . آيد  دست مي   سيناپتوزوم به 

  بود كه بـه واسـطه آن ميـزان فعاليـت    t test Pairedآزمايش 

ــل       ــه ك ــسبت ب ــيناپتوزوم ن ــل س ــده داخ ــصور ش ــزيم مح آن

37/2±38/88%) 18n= (دست آمد كه كميـت فـوق از لحـاظ       به

، بـه ايـن ترتيـب بـا     )1نمـودار  ( معني دار بود> 05/0p آماري با

 در داخـل سـيناپتوزوم نـسبت بـه          LDHتوجه به فراواني مقدار     

  .هاي مورد تست تاييد شد خارج آن سلامتي سيناپتوزوم

ترين مهـار كننـده       شده  به عنوان شناخته    (از نيپكوتيك اسيد    

ي برداشت گابا در حـضور پاروكـسان    ، براي مقايسه)برداشت گابا 

 برداشـت گابـا را در يـك    in vivoاستفاده شد، اين تركيـب در  

ها بـا     نتيجه آزمايش ]. 11[كند  وضعيت وابسته به غلظت مهار مي     

رد آناليز آمـاري قـرار       يك طرفه مو   ANOVAاستفاده از روش    

شـود كـه دوزهـاي مختلـف           مشاهده مـي   2گرفتند طبق نمودار    

يك وضعيت وابسته  هاي مخچه در اسيد در سيناپتوزوم نيپكوتيك

  .باشند به دوز قادر به مهار برداشت گابا مي

 فعاليـت آنـزيم     ،جهت تاييد اثر پاروكسان حل شده در حلال       

در حـضور و عـدم حـضور        كولين استراز در محلول سيناپتوزومي      

)  ميكرومول 100و10 ،1 ،1/0 ،01/0(دوزهاي مختلف پاروكسان    

، 81 ،13اين دوزها به ترتيب باعـث        ). 3نمودار  ( گيري شد   اندازه

 درصد مهار آنزيم استيل كولين استراز شدند كه در          85 و   86 ،82

دار    در مقايسه با گروه كنترل معنـي       ،01/0ي دوزها بجز ذوز       همه

  ).>p 01/0(بود 

ــا در     ــت گاب ــسان در برداش ــر پاروك ــي اث ــور بررس ــه منظ ب

هاي مخچه فعاليت راديواكتيويته هر نمونه محاسـبه و     سيناپتوزوم

جهت مقايسه بين گروه كنترل و پاروكسان، مورد اسـتفاده قـرار            

، 1،  1/0،  01/0: هـاي   اين كار در مورد هر يك از غلظـت        . گرفت

آنچه در انتهـاي هـر      . مولار پاروكسان انجام شد      ميكرو 100 و 10

اليت راديواكتيويته در فيلترهاي   شود مقدار فع    آزمايش سنجيده مي  

مقدار برداشت گابا در ايـن دوزهـا بـه          ). 4نمودار  (هر گروه است    

 درصـد نـسبت بـه    75 و 53/73، 6/71، 37/95،  42/111: ترتيب

 بررسي كارآيي متد سوپرفيوژن در تعيـين مقـدار مهـار برداشـت-2نمودار

در محـور عمـودي مقـدار.  گابـا   تفاده از مهاركننده  هاي عصبي با اس     ميانجي

درصد فرض شده و فعاليت راديواكتيو100فعاليت راديواكتيو در گروه كنترل      

.باشـد   هاي مختلف  نيپكوتيك اسيد در مقايسه با گروه كنتـرل مـي              در گروه 

هـا  نـسبت بـه گـروه كنتـرل بـه ترتيـب داراي  مقدار برداشت گابا در گروه    

  .باشد نسبت به گروه كنترل مي% 16/3و% 12، %16/ 33مقادير

 .آزمايش استدوره  شش  mean ± S.E.M مقادير فوق در هر ستون 
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 ـ      ميكرومولار، 01/0 بجز غلظت    %20حـد   زيم را بـه ساير دوزها  فعاليـت آن
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 بايـد  3ي اين نمـودار بـا نمـودار    در مقايسه. باشد گروه كنترل مي 

ر  بيشترين مهار آنزيم استيل كـولين اسـتراز د         3گفت، در نمودار    

مـولار صـورت گرفتـه امـا در            ميكـرو  100 و 10،  1،  1/0دوزهاي

 عليرغم مهار آنزيم استيل كولين      1/0نمودار كاهش برداشت دوز     

استراز در ميزان برداشت گابا اختلالي ايجاد نكرده است، لـذا بـه             

رسد مهـار برداشـت گابـا توسـط پاروكـسان مـستقل از                نظر مي 

ر چنـد مـا در ايـن مطالعـه          افتد، ه     سيستم كولينرژيكي اتفاق مي   

  .تداخلات سيستم كولينرژيكي را بررسي نكرديم

  بحث

ــسته اســت در دوز  ــق حاضــر پاروكــسان توان هــاي  در تحقي

هـاي مخچـه      ميكرومولار در برداشـت گابـا توسـط سـيناپتوزوم         

با توجه به اثر سميتي پاروكـسان بـه صـورت    . اختلال ايجاد كند

حرك سيستم گاباارژيك براي    بروز تشنج و استفاده از داروهاي م      

رسد يكي از اثرات پاروكـسان        به نظر مي  ] 24[مقابله با اين تشنج   

تواند كاهش گاباي موجود در فضاي سيناپسي و يـا افـزايش              مي

) از جملـه سيـستم گلوتامرژيـك     (هـاي تحريكـي       فعاليت سيستم 

هاي معدودي كه در مورد اثر پاروكسان بـر          عليرغم گزارش . باشد

 وجـود دارد نتـايج ايـن تحقيقـات از تنـوع زيـادي               سيستم گابـا  

در برخي مطالعات مطرح شده كه سطح گابا        ]. 12[برخوردار است 

 inدر تشنج ناشي از پاروكسان در مدلهاي حيواني و در مطالعات 

vivo      كاهش يافته و داروهاي افزاينده سطح گابا تـشنج فـوق را 

 تشنج ناشـي از     اين نكته مبين اين است كه     ]. 13[برند  از بين مي  

]. 23[تواند در اثر كاهش سطح گاباي مغز باشـد          ارگانوفسفاتها مي 

 افـزايش سـطح گابـا را در    in vivoگروهي ديگـر در مطالعـات   

ــه  ــترياتوم در رت و خوكچ ــپ و اس ــورتكس، هيپوكم ــدي  ك  هن

در اين بين گـروه سـومي هـم هـستند كـه             ]. 8[اند  گزارش كرده 

 سطح گابا در هيچ يك از in vitroاند در مطالعات  گزارش كرده

، كـه برخـي     ]6[كنـد   هاي مـسموم تغييـر نمـي        مناطق مغزي رت  

در ]. 15[كننــد  نيــز ايــن نظــر را تاييــد مــيin vivoمطالعــات 

 در بافتهـاي  in vitroمطالعاتي كه سـالهاي اخيـر بـه صـورت     

ســيناپتوزومي صــورت گرفتــه افــزايش گابــا در تــشنج ناشــي از 

Nerve agent  هر چنـد در رابطـه بـا    ] 21[است هها گزارش شد

هايي كه در     نمونه. ميان نيامده است    مسير اين افزايش، ذكري به      

انــد از نظــر معيارهــاي  مطالعــه مــا مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه

هاي خاص يك سيناپتوزوم      بيوشيميايي و عملكردي واجد ويژگي    

پيوستگي و سلامت غشاي آنها با سنجش آنـزيم لاكتـات       . بودند

وژناز مورد تأييد قرار گرفت، از نظر عملكردي نيز بـا قـرار             دهيدر

دادن يك گروه نيپكوتيك اسيد در هر سري آزمايش دقت متـد،            

صحت بافت و عملكرد صحيح سيستم ترانسپورتري مـورد تاييـد         

رسـد،    در مورد محل تهيه سـيناپتوزوم بـه نظـر مـي           . گرفت  قرار  

وقعيــت مخچــه مــوش بــالغ نــسبت بــه ســاير نــواحي مغــز از م

هـاي گاباارژيـك، يـك        وجـود پايانـه   . تري برخوردار باشد    مناسب

هـاي عـصبي در       دست بودن آرايش سلولي و تنوع كمتر ميانجي       

مهمتـر از   . نقاط مختلف مخچه از نكات مثبت اين ناحيـه اسـت          

همه فعاليت بسيار مختصر سيستم كولينرژيـك در مخچـه بـالغ            

قـدار را دارد و  است كه نسبت بـه سـاير نـواحي مغـز كمتـرين م         

از مقـدار مقدار فعاليت راديواكتيو هر نمونه به صـورت درصـدي   -4نمودار

وشــــده محاســــبه گــــروه كنتــــرل كــــل راديواكتيــــو موجــــود در 

.در محور عمودي تعريف شده است % GABA uptake[3H]صورت به

:هـاي   فرض شده و در گـروه     % 100 گروه كنترل مقدار فعاليت راديواكتيو در     

،6/71، 37/95، 42/111: ترتيــب  پاروكــسان بــه 100 و10، 1، 1/0، 01/0

 .استنسبت به گروه كنترل  درصد  75 و 53/73

 .ش اسـت آزمـاي  دوره mean ± S.E.M   8   مقادير فوق در هر نقطـه 

b0+b1x + b2x=نقاط توسط يك معادله درجه سوم
2 + b3x

3  Υو بـر 

 بـه ΣPlot افـزار  نـرم  اسـتفاده از  مربعات بـا  فاصله داقل ح روش  اساس

 .(Line of best fit) است شده مرتبط يكديگر 
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هاي پيش سيناپـسي كولينرژيـك را بـر           احتمال مداخله مكانيسم  

رسـد در   به نظر مـي    .است  برداشت گابا به كمترين حد تقليل داده      

اين شرايط امكان شناسـايي اثـرات مـستقيم و غيـر وابـسته بـه          

  .پذير خواهد بود كولين با سهولت بيشتري امكان استيل

 مشاهده شد اثر پاروكـسان در       ها  همانطور كه در بخش يافته    

ــا چــشمگير Mμ1/0 و Mμ01/0دوزهــاي   در برداشــت گاب

نيست، اما قادر است در دوزهاي ميكرومولار روند برداشت گابا را           

رسد مهار برداشت گابا منجـر        در نگاه اوليه به نظر مي     . متاٌثر كند 

توانـد در شـرايط       ضاي سيناپسي شده كه مي    به افزايش گابا در ف    

امـا اهميـت عمـل برداشـت گابـا توســط      . تـشنجي مفيـد باشـد   

توانـد مجـددا    ترانسپورتر در اين است كه گاباي برداشت شده مي    

براي رهايش در اختيار نرون پـيش سيناپـسي قـرار گيـرد و بـه                

همين دليل غلظت گابا در فضاي سيناپسي تحت تـاثير افـزايش            

در ايـن شـرايط   ] 19[شـود  رانسپورتر به سرعت زياد مـي    فعاليت ت 

 افـزايش  (IPSP)هاي پس سيناپسي مهاري گاباارژيـك      پتانسيل

 mRNA، در برخي مطالعات گزارش شده كه ميزان ]24[يابد  مي

1GAT    با مقدار IPSP  رسد هـر   به نظر مي  ]. 17[ متناسب است

د شود ايمپالسهاي مهـاري     چقدر فعاليت سيستم ترانسپورتري زيا    

  .شود ناشي از گابا نيز زياد مي

هــاي  بــا توجــه بــه نظــر اكثــر محققــين، عمــوم مهاركننــده

ـ آلانين و نيپكوتيـك     NNC-711 ، βترانسپورتر گابا از قبيل     

و مهار  ] 22[كند  اسيد انتقال ميانجي را در هر دو جهت بلاك مي         

ها از يك وضعيت وابـسته بـه    هار كنندهبرداشت گابا توسط اين م  

كند و اگر غلظت آنها از حدي بيـشتر شـود نـه               غلظت تبعيت مي  

كنـد، بلكـه      تنها عمل ترانسپورتر در جهت برداشت را بلاك مـي         

چـه از  (رهايش معكوس گابا ]. 11[كند  عمل آنرا نيز معكوس مي  

سـهم زيـادي در ميـزان گابـاي         )  هاي گليال و چه نروني      سلول

كاهش (ود در فضاي سيناپسي دارد و زماني كه به هر دليلي            موج

سطح گابـاي درون سـلولي كـم شـود، ايـن            ) فعاليت ترانسپورتر 

ــي    ــف م ــولي متوق ــر وزيك ــايش غي ــود ره ــرايط ]. 11[ش در ش

كنـد، بـه واسـطه         گابا شدت پيدا مـي     uptakeفيزيولوژيكي كه   

در فرآيند الكتروژنيك بودن پديده فوق و ايجـاد بارهـاي مثبـت             

غشا، عمل رهايش غير وابسته به يون كلـسيم گابـا يـا بعبـارتي               

ــا نيــز تــشديد مــي  در مــوارد ]. 18[شــود برداشــت معكــوس گاب

پاتولوژيك كه به دلايل مختلف در غلظت سديم درون سلولي يا           

) از قبيل، ايسكمي يا تـشنج     (شود    ولتاژ غشاء تغييراتي حاصل مي    

 محققين معتقدند كه اين     ].18[پيوندد  فرآيند مشابهي به وقوع مي    

معكوس شدن عمل ترانسپورترهاي گابا چون باعث رهايش گابـا    

شود واجد اثرات محـافظتي       بعنوان يك نوروترانسميتر مهاري مي    

بنـابراين احتمـال دارد ايـن مـسير يكـي از            . در حين تشنج است   

هــاي درگيــر كــردن سيـستم ترانــسميتري گابــا در حــين   مـسير 

توانـد در بـروز    گانوفسفات باشد كـه مـي     مسموميت با تركيبات ار   

  .تشنج مقاوم به درمان نقش داشته باشد

اگر چه تداخل سيستم كولينرژيك بـا گاباارژيـك در مخچـه            

اما با توجه به نتايج بررسي فعاليت آنزيم كولين         ] 10[حداقل است 

هاي مـورد بررسـي، احتمـال اثـر           استراز و مهار اين آنزيم در دوز      

 اين سيستم از طريـق مهـار اسـتيل كـولين            گذاري پاروكسان بر  

استراز، احتمالي است كه نبايد ناديده گرفته شود، لـذا اسـتفاده از             

هاي سيستم كولينرژيكي مسيري است كـه پيـشنهاد          آنتاگونيست

شــود و در صــورتيكه اثــر مــستقيم پاروكــسان بــر سيــستم  مــي

نـوع  تواند تعيـين      ترانسپورتري گابا تاٌييد شود، عملكرد بعدي مي      

ترانسپورتري از گابـا باشـد كـه بيـشترين تـاثير را از پاروكـسان                

  .گيرد مي

  تشكر و قدرداني

ايـن  حمايت مـالي   االله به جهت      از دانشگاه علوم پزشكي بقيه    

از سركار خانم بهاره سـليماني بـه      همچنين  . شود  كار قدرداني مي  

 .جهت همكاري در كليه مراحل آزمايشگاهي سپاسگزاريم
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