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Abstract 
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Objective: It has been suggested that low frequency stimulation (LFS) exerts its 
inhibitory effect on epileptogenesis through adenosine receptors activation. In the 
present study, effect of different LFS frequencies on A1 and A2A receptors gene ex-
pression was investigated in perforant path kindled seizures. 
Materials and Methods: Animals were kindled by perforant path stimulation.  
Afterdischarges were recorded from the dentate gyrus. LFS (0.5, 1 and 5 Hz) was 
applied at the end of each kindling stimulation. On the 7th day, A1 and A2A receptors 
gene expression were evaluated in the dentate gyrus.
Results: Application of different LFS frequencies retarded the kindling acquisition. 
Also, it decreased the afterdischarge durations and behavioural seizure stages 4 
and 5 significantly. LFS application prevented the kindling induced decrease in the 
A1 receptor gene expression. On the other hand, LFS attenuated the level of A2A  
receptor gene expression in the dentate gyrus. LFS had the most effect at the  
frequency of 5 Hz.
Conclusion: It may be suggested that antiepileptogenic effects of LFS is mediat-
ed somehow through changes in the gene expression of adenosine A1 (which has  
inhibitory effects) and A2A (which has excitatory effects) receptors. These effects 
might be somehow frequency dependent.
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* هدف: بررسی اثر تحریک الکتریکی با فرکانس پایین بر میزان بیان گیرنده های آدنوزینی A1  و A2A  ژیروس دندانه 
دار در کیندلینگ مسیر پرفورنت در موش صحرایی

تخلیه  امواج  و  ایجاد  در حیوانات  کیندلینگ  تشنج هاي  پرفورنت  مسیر  الکتریکي  تحریک  با  * مواد و روش ها: 
L(Low-Frequency Stimulation)S LFS ،متعاقب از ژیروس دندانه دار ثبت شد. پس از پایان هرتحریک کیندلینگ 
با فرکانس هاي 0/5، 1 و 5 هرتز اعمال شد. روز هفتم، میزان بیان ژن گیرنده هاي آدنوزیني A1  و A2A  با استفاده از 

تکنیک RT-PCR نیمه کمي در ژیروس دندانه دار بررسي شد.
* يافته ها: اعمال فرکانس هاي مختلف LFS  اثرات مهاري بر روند کیندلینگ داشت و به طور معني داري مجموع 
مدت زمان تخلیه هاي متعاقب و همچنین متوسط بروز مراحل تشنجي 4 و 5 را به صورت معني داري کاهش دادند. به 
علاوه، اعمال فرکانس هاي مختلف LFS به طور معنی داری مانع از کاهش ایجاد شده در بیان گیرنده هاي A1  در طي 
کیندلینگ شد و در مقابل، میزان بیان گیرنده هاي A2A کاهش یافت. LFS بیشترین تاثیر را در فرکانس 5 هرتز داشت.

* نتیجه گیري: مي توان پیشنهاد کرد جلوگیري از کاهش بیان ژن گیرنده هاي  A1  )که اثر مهاري دارند( و کاهش 
بیان ژن گیرنده هاي A2A  )که اثر تحریکي دارند( ممکن است در اعمال اثرات ضد تشنجي LFS نقش داشته باشند. این 

اثرات تا حدی وابسته به فرکانس LFS است.

كلید واژگان: تحریک الکتریکی با فرکانس پایین، گیرنده هاي آدنوزیني، کیندلینگ، شکنج دندانه دار 
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مقدمه
هنوز  اینکه  به  توجه  با  و  است  شایع  عصبي  اختلال  یک  صرع 
حدود 30 درصد بیماران صرعي به داروهاي ضدصرع موجود مقاوم 
این  براي  موثري  درماني  یافتن روش  براي  زیادي  تحقیقات  هستند 
انجام است. در این تحقیقات از مدل هاي  بیماران در حال  از  گروه 
براي  مناسب  مدلي  که  کیندلینگ،  جمله  از  مختلفي  آزمایشگاهي 

مطالعه صرع لوب گیجگاهي است، استفاده مي شود )1(.
به  مغز  از  نواحي خاصی  الکتریکي  تحریک  اخیر  طي سال هاي 
عنوان روش درماني جدید براي این گروه از بیماران مورد استفاده 
پایین، فرکانس  با  الکتریکي  تحریکات   .)2( است  گرفته   قرار 

رون��د  مقابل  در  حفاظتي  و  م��ه��اري  اث���رات  سبب  م��ي ت��وان��د 
که  اس��ت  ش��ده  داده  نشان  و  ش��ود  صرعي  فعالیت   گسترش 
S LFS(Low-Frequency Stimulation) باعث تاخیر و حتي 
مهار گسترش روند صرع زایي ناشي از کیندلینگ آمیگدال مي شود 
)3(. هر چند مکانیسم هایي که LFS از طریق آنها اثرات ضدتشنجي 
شواهدي  اما  اس��ت،  نشده  روش��ن  هنوز  مي کند  اعمال  را  خود 
از طریق تضعیف طولاني مدت  LFS بیان مي کند   وجود دارد که 

از  پس  تضعیف  یا   (Long-Term Depression: LTD)
پلاستیسیتي  نوعي  ایجاد  )Depotentiation(ب���اع���ث  تقویت 
 LTD ایجاد  اینکه  بر  مبني  گزارش هایي   .)3( مي شود  سیناپسي  
فرکانس  به  وابسته   LFS توسط  تقویت  از  پس  تضعیف  و 
و   LTD ایجاد  در    LFS اثر  مکانیسم  و   )4( دارد  وجود  است، 
 .)5( است  متفاوت  آن  فرکانس  به  بسته   Depotentiation
طریق  از   LFS که  است  این  بیانگر  موجود،  شواهد  ع��لاوه،  به 
نورومودولاتورها،  و  مهاري  نوروترانسمیترهاي  رهایش  افزایش 

تقویت از  پس  تضعیف  یا   LTD ایجاد  سبب  آدنوزین،  جمله    از 
مي شود )6(. 

کیندلینگ صرعي  مدل  در  تشنجي  ضد  اثرات  داراي   آدنوزین 
اعمال   A1 آدنوزیني  گیرنده هاي  طریق  از  عمدتا  اثر  این  که   است 
افزایش از  حاکي  زیادي  مطالعات  دیگر،  طرف  از   .)7(  مي شود 
از  پ��س  س��اع��ت(   24 )ت��ا  م��دت  ک��وت��اه  در   A1 گیرنده ه��اي 
این تغییر  عدم  بر  مبني  نیز  گزارش هایي   .)9  ،8( است   کیندلینگ 

 گیرنده ها در کوتاه مدت پس از کیندلینگ وجود دارد )10، 11(. 
تغییر  عدم  هم  و   ،)12( کاهش  هم  نیز   A2A گیرنده هاي  مورد  در 
 .)11( است  شده  گ��زارش  کیندلینگ  از  پس  مدت  کوتاه  در 
مدت طولانی  تقویت  بر   LFS اثربخشي  در    A1  گیرنده هاي 

پس  تضعیف  ایجاد  و   (Long-Term Potentiation: LTP)
ضد  گ��زارش هاي  مقابل،  در   .)13( هستند  دخیل  نیز  تقویت  از 
  LFS بخشي  اثر  در   A2A گیرنده هاي  نقش  مورد  در  نقیضي  و 
پدیده های تشابه  به  توجه  با  و   )15  ،14( دارد  وج��ود   LTP  بر 

درستی  به  را  گیرنده ها  این  نقش  نمي توان   ،  LTP و  کیندلینگ 
اینکه  به  توجه  با  پیش بینی کرد.  کیندلینگ  بر    LFS اثربخشي   در 
آدنوزیني گیرنده ه��اي  فعالیت  که  داد  نشان  ما  قبلي   مطالعه 
تحقیق این  در  دارن��د،  نقش   LFS تشنجي  ضد  اثرات  اعمال   در 

گیرنده هاي  نقش  و   LFS احتمالي  مکانیسم هاي  بهتر  بررسي  براي 
روند صرع زایي، بر   LFS مهاري  اثرات  واسطه  عنوان  به   آدنوزین 

گیرنده هاي  ژن  بیان  بر   LFS مختلف  فرکانس هاي  اعمال  تاثیر 
مسیر  کیندلینگ  طي  دندانه دار  شکنج  در   A2A و   A1 آدنوزیني 

پرفورنت، مورد مطالعه قرار گرفت.
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تحريك الکتريکي با فركانس پايین و كیندلینگ

مواد و روش ها
جراحي وكیندل كردن حیوانات        

وزن با   Wistar ن��ژاد  نر  صحرایي  موش  از  مطالعه  این   در 
300-270 گرم استفاده شد. کار با حیوانات بر اساس "دستورالعمل 
دانشگاه  پزشکی  علوم  دانشکده  حیوانی"  مطالعات  در  اخلاق 
پنتوباربیتال سدیم  بیهوشي،  ب��راي  ش��د.  انجام  م��درس   تربیت 
حیوانات  به  صفاقي  داخل  روش  به  کیلوگرم(  بر  میلی گرم   60(
بیهوش درون دستگاه استریوتاکس قرار داده  تزریق مي شد. حیوان 
شد و بر اساس اطلس Paxinos  و Watson )16(، در موقعیت 
مسیر پرفورنت 6/9 میلي متر عقب تر و 4/1 میلي متر به سمت راست 
 نسبت به برگما  و 3/4-3/2 پایین تر از سطح سخت شامه و ژیروس 
به  نسبت  راست  سمت  به   1/8 و  تر  عقب  میلي متر   2/8 دندانه دار، 
برگما و 2/7-2/4 میلي متر پایین تر از سطح سخت شامه، که به ترتیب 
تک قطبي  الکترود  و  تحریک  قطبي  دو  الکترود  قرار گیري  محل 
به  نیز  قطبي  تک  الکترود  دو  مي شد.  سوراخ  بودند، جمجمه  ثباّت 
قرار  جمجمه  روي  بر  پیچ  توسط   Differential و   Earth عنوان 
مي گرفت. پس از بستن پیچ هاي لنگرگاه، حیوان براي ثبت به قفسه 
الکترودهاي تحریک و  از کار گذاري  انتقال مي یافت. پس  فارادي 
 250 با شدت  الکتریکي  تحریک  استیمولاتور،  از  استفاده  با  ثباّت، 
اعمال پرفورنت  به مسیر  پالس  الگوي زوج  با  و   تا 500 میکروآمپر 
تحریک  و  ثبت  الکترودهاي  داشتن  ق��رار  ص��ورت  در  مي شد. 
تجمعي سیناپسي  پ��س  تحریکي  پتانسیل  مناسب،  محل   در 
 Population Excitatory Post-Synaptic Potentiation:)
به همراه پدیده تسهیل زوج پالس توسط نرم افزار ثبت   (pEPSP
داده تغییر  آنقدر  الکترودها  این  محل  صورت  این  غیر  در   مي شد. 
الکتروفیزیولوژیک ثبت  مشخصات  با  مطابق   pEPSP تا   مي شد 
الکترودها دندانپزشکي  با سیمان  ثبت شود. سپس  دندانه دار   شکنج 

از  جراحي،  از  پس  روز  ده  حداقل  مي شدند.  ثابت  خود  محل  در 
شدت آستانه )شدتی که با آن امواج تخلیه متعاقب به مدت حداقل 
تا  مي شد  استفاده  حیوانات  تحریک  براي  مي شدند(  ثبت  ثانیه   10

مراحل پنجگانه تشنج را نشان دهند. 
سریع کیندلینگ  روش  از  ح��ی��وان  ت��ح��ری��ک   ب����راي 

این روش حیوانات هر روز  استفاده شد. در   )Rapid kindling(
با فرکانس با امواج مربعي تک فازي   12 بار در فواصل 5 دقیقه اي 
50 هرتز، مدت پالس 1 میلي ثانیه و به مدت 5 ثانیه و با شدت آستانه، 
که  حیوانات  از  گروه هایي  در  کیندل(.  )گروه  مي شدند  تحریک 
 علاوه بر تحریکات کیندلینگ، LFS دریافت  مي کردند )گروه هاي
به   LFS کیندلینگ  تحریکات  اتمام  از  بعد  بلافاصله   )KLFS
مدت 200 ثانیه و با فرکانس هاي 0/5، 1 و 5 هرتز در تمام فواصل 
کمیت هاي  بر  آن  اثر  و  اعمال  حیوان  به  کیندلینگ  تحریکات  بین 
تشنجي بررسي شد. مشخصات LFS به صورت امواج مربعي تک 
فازي با فرکانس هاي 0/5، 1 و 5 هرتز، مدت پالس 1 میلي ثانیه و به 
مدت 200 ثانیه با شدت آستانه بود. گروه هاي دیگری از حیوانات 
مي کردند یافت  در  هرتز   5 و   1  ،0/5 فرکانس هاي  با   LFS  فقط 
شده جراحي  حیوانات  کنترل،  گ��روه  در   .)LFS  )گ��روه هاي 

هیچ گونه تحریک الکتریکي دریافت نمي کردند.
از: 1. مدت  بودند  اندازه گیري شده عبارت  کمیت هاي تشنجي 
به  که   )Cumulative ADD( تجمعي  متعاقب  تخلیه هاي  زمان 
تحریکات  شروع  از  متعاقب  تخلیه هاي  زمان هاي  مجموع  صورت 
تخلیه هاي  زم��ان  مدت   .2 شد  محاسبه  حیوان  شدن  کیندل  تا 
به صورت مجموع مدت زمان  متعاقب روزانه )Daily ADD( که 

تخلیه هاي متعاقب پس از 12 تحریک در یک روز محاسبه مي شد.  
3. بروز بالاترین مرحله از مراحل پنج گانه رفتار تشنجي در هر روز.

هاي آدنوزيني بررسي تغییرات بیان گیرنده 
و  روز   7 م��دت  ب��ه  تحریکات  دری��اف��ت  از  پ��س   ح��ی��وان 
شکنج ناحیه   و  کشته  تحریک،  آخرین  از  پس  ساعت   24 
بود ای��ن  روز   7 ان��ت��خ��اب  علت  ش��د.  اس��ت��خ��راج   دن��دان��ه دار 
حیوانات در  شدن  کیندل  براي  لازم  روزه��اي  تعداد  متوسط   که 
بافت در  موجود   RNA کل  بود.  روز   6/8±0/6 کیندل   گروه 
)شرکت   RNX+ استخراج  محلول  کمک  با  استفاده  م��ورد 
استخراج  کلروفرم-الکل  پروتکل  اس��اس  ب��ر  و  ژن(  سینا 
نمونه  در  م��وج��ود  mRNAه����اي  تمام  روي  از  سپس  ش��د. 
و  معکوس  نسخه ب���رداري  آن��زی��م  کمک  ب��ا  ش��ده،  استخراج 
آنزیم مهار  ب��راي  مي شد.  ساخته   cDNA  ،Oligo-dt  پرایمر 

 )RNase )مهارگر   RNasin واکنش  به   ،RNase مداخله گر 
اضافه مي  شد. 

قطعه  تکثیر  ب��راي   )PCR( پلیمراز  زنجیره اي  واکنش  از 
β-اکتین  و   A2AAR  ،A1AR ژنهاي  به  مربوط   cDNA از  اي 
و   Taq پلیمراز  آنزیم  کمک  با   PCR فرایند  ش��د.  استفاده 
انجام  ژن  هر  ب��راي  معکوس  و  پیشرو  اختصاصي  پرایمرهاي 
کمک ب��ا   PCR واک��ن��ش ه��اي  نمونه  ه��ر  ب��راي   م��ي گ��رف��ت. 
Master mix تهیه و در هر واکنش پرایمرهاي مربوط به یکي از ژن 
 هاي A1AR ،β-Actin و یا A2AAR استفاده شد )جدول 1(. نهایتا
بافر  با  شدن  مخلوط  از  پس  واکنش  هر  محصول  از  10میکرولیتر 
آگ��ارز ژل  چاهک ه��اي  به   )Loading buffer(  مخصوص 

با   Ladder  DNA نمونه ها،  طرف  دو  در  مي شد.  اضافه  1درصد 
الکتروفورز،  پایان  از  پس  مي شد.  اضافه   100  bp تفکیک  فواصل 
از  و  مي گرفت  قرار   Gel documentation دستگاه  در  ژل 
دانسیته و  ذخیره  آمده  دست  به  تصویر  مي شد.  تصویر برداري   آن 
 UV TECH ن��رم اف��زار  توسط  آن  روي  نظر  م��ورد   باندهاي 
به مربوط  باند  تراکم  نمونه  هر  ب��راي  مي ش��د.   ان���دازه گیري 

 β-Actin به  مربوط  باند  تراکم  به  نسبت   A2AAR و   A1AR 
محاسبه مي شد.

روش تجزيه و تحلیل آماري
روند طي  متعاقب  تخلیه  ام��واج  میزان  در  آم��اري   تفاوت 
و تجزیه  آزم��ون  توسط  آزمایشي  گ��روه ه��اي  بین  زای��ي   ص��رع 
آزمون و   Repeated Measures نوع  از  واریانس   تحلیل 
تشنجي  پنجگانه  مراحل  وقوع  مقایسه  براي  شد.  محاسبه   LSD
Mann- غیرپارامتریک  آزمون   از  نیز  آزمایشي  گروه هاي  بین 
بیان گیرنده هاي آدنوزیني  Withney  استفاده شد. مقایسه میزان 

نیز توسط آزمون ANOVA یک طرفه انجام شد. براي بررسي داده 
قرار  استفاده  مورد  زوج ها  غیر   t آزمون  مختلف  گروه هاي  بین  ها 
میانگین( ارائه  به صورت )میانگین ±  خطاي معیار  گرفت. داده ها 
نظر  در  بودن  معني دار  سطح  حداقل  عنوان  به   p<  0/05 اند.  شده 

گرفته شد.

جدول 1: توالي پرايمرهاي مورد استفاده برای اندازه گیری بیان ژن 
گیرنده های آدنوزينی

ژن مورد نظرپرايمرتوالي

3΄-GCTGGAACAACCTGAGTGT-5'FA1AR

3΄-GTGGGACAGGGAGAACGT-5'RA1AR

3΄-CCTGTCTGTTCGAGGACGT-5'FA2AAR

3΄-ACATCCCGAGGAGAGCCTT-5'RA2AAR

3΄-CCCAGAGCAAGAGAGGCATC-5'Fβ-Actin

3΄-CTCAGGAGGAGCAATGATCT-5'Rβ-Actin
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جهانشاهي و همکاران

يافته ها
مسیر  كیندلینگ  روند  بر   LFS مختلف  هاي  فركانس  تاثیر 

پرفورنت 
براي شروع تخلیه هاي متعاقب  میانگین شدت تحریکات آستانه 
بدان  این  و  نداشت  هم  با  معني داري  تفاوت  مختلف  در گروه هاي 
گروه ها  تمامي  در  تشنجي  حملات  به  ابتلا  استعداد  که  معناست 

یکسان بود.
ن��وع از  واری����ان����س  ت��ح��ل��ی��ل  و  ت��ج��زی��ه   آزم������ون 
تحریک  داد  نشان   LSD آزمون  و   Repeated Measures
تحریکات  بین  فواصل  در   LFS توسط  پرفورنت  مسیر  الکتریکي 
کیندلینگ در گروه هاي KLFS، کاهش معني داري را در مجموع 
تخلیه هاي متعاقب روزانه )dADD( روزهاي ششم و هفتم نسبت به 
اما تفاوت معني داري در میزان  ایجاد کرد )شکل 1(.  گروه کیندل 
این امواج بین هیچ یک از گروه هاي KLFS  مشاهده نشد. مجموع 
 KLFS کل تخلیه هاي متعاقب از روز اول تا هفتم نیز در گروه هاي
 )p<0/001( داد  نشان  داري  معني  کاهش  کیندل  گروه  به  نسبت 

)جدول 2(.

 جدول 2: مقادير مجموع كل تخلیه هاي متعاقب )cADD( در 
گروه هاي آزمايشي مختلف

cADD (s)گروه آزمايشي

259±1079Kindled

***435±896KLFS 0.5Hz

***186±682KLFS 1Hz

*** 383 ±728KLFS 5Hz

مقادير به صورت میانگین±خطاي معیار میانگین نشان داده شده اند. 
***  نشان دهندهp< 0/ 001 در مقايسه با گروه كیندل است.

روزانه.  متعاقب  تخلیه هاي  زمان  مدت  بر   LFS اعمال  اثر   :1 شکل 
اعمال LFS به همراه تحريکات كیندلینگ )KLFS( باعث كاهش مدت 
 زمان تخلیه هاي متعاقب روزانه طي روند كیندلینگ مسیر پرفورنت
مي شود. داده ها به صورت میانگین±خطاي معیار میانگین نشان داده 
در   p<  0/001 دهنده  نشان   *** و   p<      0/05 دهنده  نشان   * شده اند. 

.)n=6( مقايسه با گروه كیندل است

بروز  متوسط  داد  نشان   Mann-Withney آزم��ون از  استفاده 
در معني داري  طور  به  هفتم  و  ششم  روزه��اي  در  تشنج   مراحل 

 .)2 )شکل  یافت  کیندل کاهش  به گروه  نسبت   KLFS گروه هاي 
در اینجا نیز گروه هاي مختلف KLFS در مقایسه با یکدیگر تفاوت 
معني داري را در بروز مراحل رفتاري تشنج در طي هفت روز نشان 

ندادند.

تاثیر فركانس هاي مختلف LFS بر میزان بیان ژن گیرنده هاي 
A2A و A1 آدنوزيني

ریبوزومي    S28 و  S18 باند  دو  وجود   RNA ژل   بررسي   در 
واضح و موید عدم  تجزیه  RNA بود. همچنین  نسبت  به  دست  آمده  
براي طول موج هاي A 260/280 A بین  1/8 و 2 و نشان  دهنده  درجه   
میزان  محدوده  در   PCR واکنش  بود.   RNA قبول  خلوص  قابل 
صورت  به  برابر  سیکل  تعداد  با  و  لیتر  میکرو   4 تا   1  Template
استفاده  آزمایش ها  براي  میکرولیتر   2 مقدار  از  و  کرد  عمل  خطي 
متناسب    PCR  واکنش تکثیر شده  در  قطعات   اندازه   شد. هر چند 
 با اندازه  مورد نظر )بر اساس موقعیت پرایمرهاي طراحي شده ( براي

منظور  به   حال   این   با  ب��ود،   A2A A1 و  آدنوزیني  گیرنده هاي 
روش از   ،PCR واکنش   در  شده   تکثیر  قطعه   صحت   از   اطمینان  

 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
  cDNAب��راي شده  تکثیر  محصول   BamHI آنزیم  شد.  استفاده 
و   618 ترتیب  به  که   ،A2A A1 و  آدنوزیني  گیرنده هاي  به  مربوط 
انتظار، شکست و صحت  به قطعات مورد  باز داشتند را  640 جفت 
و  به طول هاي 179  قطعه،  دو  )A1 به  تأیید کرد  را   PCR واکنش 
 418 جفت باز و A2A به دو قطعه، به طول هاي 141 و 379 جفت باز 

شکسته شد(.

شکل 2:  تاثیر LFS بر بروز مراحل رفتاري تشنج طي روند كیندلینگ 
 5 و   4 مراحل  بروز  متوسط  در  داري  معني  كاهش  پرفورنت.  مسیر 
تحريکات  همراه  كه  هايي  گروه  در  هفتم  و  ششم  روزهاي  در  تشنج 
كه  گروهي  به  نسبت   (KLFS) كردند  مي  دريافت   LFS كیندلینگ 
ايجاد شد.   )Kindled( را دريافت مي كردند   تنها تحريکات كیندلینگ 
داده  نشان  میانگین  معیار  میانگین±خطاي  صورت   به  ها   داده 
شده اند. * نشان دهنده p< 0/05 و ** نشان دهنده p< 0/01 در مقايسه 

.(n=6( با گروه كیندل است
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شکل 3: تاثیر اعمال LFS با فركانس هاي مختلف بر تغیییرات میزان بیان ژن گیرنده هاي آدنوزيني A1 و A2A ناشي از كیندلینگ در شکنج دندانه دار. 
در گروه هايي كه به همراه تحريکات كیندلینگ، LFS با فركانس هاي KLFS 1Hz( 1 ،)KLFS 0.5Hz( 0/5( و 5 )KLFS 5Hz( هرتز دريافت مي كردند از كاهش 
به  نسبت   A2A آدنوزيني  گیرنده   mRNA میزان  در  معني داري  كاهش  و   )A( جلوگیري شد  كیندلینگ  تحريکات  نتیجه  در   A1 آدنوزيني  گیرنده   mRNA میزان 
 گروه كنترل مشاهده شد )B(. مقادير، بر اساس میانگین+خطاي استاندارد میانگین بیان شده اند. † نشان دهنده p< 0/05 و ††† نشان دهندهp< 0/ 001 در مقايسه
در مقايسه گروه های   p<  0/05 دهنده  نشان   ♣ در مقايسه با گروه كنترل است.   p<  0/ 001 و *** نشان دهنده   p< / 05با گروه كیندل است. *نشان دهنده 

.)n=6( است KLFS 5Hz و KLFS 0.5Hz
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 A2A A1 و  آدنوزیني  گیرنده هاي   mRNA میزان  اندازه گیري 
کمّي  RT-PCR نیمه  تکنیک  از  استفاده  با  دندانه دار  شکنج  در 
از  حاصل  داده هاي  بیان  داد  نشان   (Semi-quantitative)
انجام  آنها  حیوانات گروه کنترل و حیواناتي که جراحي هم روي 
نشده بود، تفاوت معنی داري وجود ندارد. بنابراین، داده هاي تمامي 
 mRNA میزان  شد.  مقایسه  کنترل  گروه  با  آزمایشي  گروه هاي 
کیندل  گروه  حیوانات  دار  دندانه  شکنج  در   A1 آدنوزیني  گیرنده 
 .)3A نسبت به گروه کنترل به طور معني داري کاهش یافت )شکل
اعمال LFS با فرکانس هاي 0/5، 1 و 5 هرتز، به دنبال تحریکات 
کیندلینگ )گروه هاي KLFS( به طور معني داري از کاهش میزان 
بیان mRNA گیرندهA1هاي آدنوزینيA1 جلوگیري کرد. به نحوي 
این گروه ها  در   A1 mRNA گیرنده هاي آدنوزیني  بیان  که سطح 
تغییر معنی داري با گروه کنترل نشان نداد )شکل 3A(. به علاوه، بین 
گروه هاي KLFS 1Hz و KLFS 5Hz و گروه کیندل نیز تفاوت 

معنی داری وجود داشت )شکل 3A(. اما تفاوت معني داري بین گروه 
A1 وجود  بیان ژن گیرنده هاي آدنوزیني  KLFS در  هاي مختلف 
نداشت. بر خلاف گیرنده هاي A1، اعمال تحریکات کیندلینگ در 
گروه کیندل تغییر معني داري در میزان mRNA گیرنده آدنوزیني 
A2A نسبت به گروه کنترل ایجاد نکرد. در مقابل، اعمال تحریکات 
LFS به طور معني داري باعث کاهش میزان mRNA گیرنده هاي 
آدنوزیني A2A، در مقایسه با گروه کنترل شد )شکل 3B( که در اینجا 
بین گروه هاي مختلف KLFS تفاوت معني دار بود. به علاوه، اعمال 
تحریکات LFS به تنهایي و بدون اعمال تحریکات کیندلینگ سبب 
 A2A و A1 گیرنده هاي آدنوزیني mRNA تغییر معناداري در میزان

نسبت به گروه کنترل نشد.

بحث
در   LFS مختلف  فرکانس هاي  اعمال  داد  نشان  حاصله  نتایج 
مهار  موجب  کیندلینگ  تحریکات  از  بعد  بلافاصله  پرفورنت  مسیر 
KLFS مدت زمان  تشنج شد. در گروه هاي  ایجاد  چشمگیر روند 
تجمعي  متعاقب  تخلیه هاي  زمان  مدت  و  روزانه  متعاقب  تخلیه هاي 
نسبت به گروهي که فقط تحریکات کیندلینگ دریافت مي کردند 
کاهش  LFS اعمال  حال  عین  در  داد.  نشان  معني داري   کاهش 

معني داري در متوسط بروز مراحل 4 و 5 تشنج ایجاد مي کند. مراحل 
کرد:  تقسیم  دوره  دو  به  مي توان  را  کیندلینگ  تشنجات  پنج گانه 
دوره کانوني شدن تشنجات که شامل مراحل 1 تا 3 مي شود و دوره 
عمومي شدن تشنجات که شامل مرحله 4 و 5 است )17(. با توجه به 
داده هاي مطالعه حاضر شاید بتوان گفت که نقش اصلي LFS مهار 

مرحله گذر از تشنجات کانوني به تشنجات عمومي است.
 ،LFS در این مطالعه، اعمال هر سه فرکانس 0/5، 1 و 5 هرتز 
کمیت هاي  روي  ب��ر  یکساني  ضدتشنجي  و  م��ه��اري  اث���رات 
الکتروفیزیولوژیک و رفتاري تشنج داشت. با توجه به اثرات مهاري
LFS بر LTP )10( و احتمال وقوع LTP در حین کیندلینگ )18، 
19(، ممکن است LFS با کاهش پاسخ دهي سیناپسي در مدارهاي 
سبب  تقویت،  از  پس  تضعیف  مثل  مکانیسم هایي  طریق  از  صرعي 
مهار روند گسترش فعالیت هاي تشنجي شود. از طرف دیگر، ممکن 
که  باشد  حالتي  مشابه  تشنج،  بر   LFS مهاري  اثر  مکانیسم  است 
LTD ایجاد مي کند )3، 20(. با در نظر گرفتن این حقیقت که القاي 
تضعیف پس از تقویت در حیوانات بالغ آسانتر از القاي LTD است، 
پیشنهاد مي شود اعمال LFS بلافاصله بعد از تحریکات کیندلینگ 
 LTD مشابه با تضعیف پس از تقویت باشد )10(. علاوه بر این، القاي
نوع  و   )21( است  نبوده  موفقیت آمیز  چندان  دندانه دار  شکنج  در 
تحریکاتي  مشابه  مطالعه هم  این  LFS در آزمایش هاي  تحریکات 

بوده است که قادر نبود LTD در شکنج دندانه دار ایجاد کند )22(. 
بنابراین، احتمالا اعمال LFS در آزمایش هاي این مطالعه از طریق 

تضعیف پس از تقویت اثرات ضدتشنجي ایجاد کرده است. 
گیرنده هاي  نقش  کمّي،  نیمه   RT-PCR از  حاصل  داده هاي 
این  مي کند.  تایید   LFS تشنجي  ضد  اثرات  در  را   A1 آدنوزیني 
به  هرتز   5 و   1  ،0/5 فرکانس هاي  با   LFS اعمال  داد  نشان  مطالعه 

مي  را   A1 بیان گیرنده  کیندلینگ، جلوي کاهش  تحریکات  دنبال 
گیرد. با توجه به اینکه گیرنده هاي A1 واسطه اصلي اثرات ضدتشنجي 
آدنوزین محسوب مي شوند )7( این داده ها ممکن است نشان دهنده 
اهمیت وجود این گیرنده ها در ایجاد اثرات ضدتشنجي LFS باشد. 
ناشي  تشنجات  در   A1 گیرنده هاي  بیان  تغییرات  م��ورد  در 
این افزایش  از  حاکي  شده  انجام  مطالعات  اکثر  کیندلینگ،   از 
گیرنده ها در کوتاه مدت )تا 24 ساعت( است )18، 20، 21، 23(، 
هرچند گزارش هایي نیز مبني بر عدم تغییر این گیرنده ها وجود دارد 
)10، 11(. این مطالعه نشان داد به دنبال کیندلینگ مسیر پرفورنت، 
به  دندانه دار  شکنج  در   A1 آدنوزیني  گیرنده هاي   mRNA میزان 
صورت معنی داري کاهش پیدا مي کند. این مشاهده با گزارش هاي 
قبلي در مورد تغییر گیرنده هاي آدنوزیني A1 به دنبال تشنجات ایجاد 
توجه  نکته  این  به  باید  اما  ندارد.  مطابقت  کیندلینگ  توسط  شده 
A1 را به  افزایش گیرنده هاي آدنوزیني  داشت که در مطالعاتي که 
دنبال کیندلینگ گزارش کرده اند، پروتئین گیرنده ها مورد سنجش 

 . A1 گیرنده هاي آدنوزیني mRNA قرار گرفته و نه میزان
اعمال  دنبال  به  داد که  نشان  مطالعه  این  نتایج  از  بخش دیگري 
میزان  معني داري در  تغییر  پرفورنت  تحریکات کیندلینگ در مسیر 
mRNA گیرنده A2A مشاهده نمي شود. این مشاهده با گزارش هاي 
قبلي در مورد عدم تغییر بیان ژن گیرنده A2A به دنبال تشنجات ایجاد 
 )Electroconvulsive Shock( شده توسط مدل الکتروشوك
مطابقت دارد )11(. به علاوه، نتایج این تحقیق نشان داد که اعمال 
LFS به دنبال تحریکات کیندلینگ به صورت وابسته به فرکانس، 

سبب کاهش بیان گیرنده A2A مي شود.
صرعي، تشنجات  جریان  در   A2A گیرنده هاي  نقش  مورد   در 
اتفاق نظر کاملي وجود ندارد. با این حال فوجی و همکارانش نشان 
 A2A بر تضعیف پس از تقویت با مهار گیرنده هاي LFS دادند اثر
تسهیل مي شود )6، 23(. در زمینه تغییرات بیان گیرنده هاي A2A در 
انجام شده  مطالعات  در کوتاه مدت،  کیندلینگ  از  ناشي  تشنجات 
هم کاهش )21( و هم افزایش )24( این گیرنده ها را نشان داده است. 
با  A2A گیرنده هاي  عمل  تداخل  دلیل  به  شده  داده  نشان   همچنین 

تمایل  اینکه  بر  علاوه   A2A گیرنده هاي  فعال شدن   A1 گیرنده هاي 
 )affinity( گیرنده هاي A1 را کاهش مي دهد، پاسخ این گیرنده ها را نیز 
توسط  گیرنده ها  این  بیان  کاهش  بنابراین   .)25( مي کند  ضعیف تر 
LFS احتمالا موجب افزایش پاسخ دهي گیرنده هاي A1 و در نتیجه 

بروز هر چه بیشتر اثرات ضدتشنجي LFS مي شود.
فرکانس  با   LFS اعمال  داد  نشان  همچنین  مطالعه  این  نتایج 

مي  نظر  به  دارد.   A2A گیرنده هاي  بر  بیشتري  مهاري  اثر  هرتز   5
 رسد افزایش فرکانس LFS اثر بخشي بیشتري در کاهش بیان ژن

گیرنده هاي آدنوزیني A2A داشته باشد. در تایید این نظریه، گزارش 
LFS با فرکانس 10 هرتز نسبت به فرکانس هاي 1 و 5 هرتز  شده 
کارایي بیشتري در فعال کردن گیرنده هاي NMDA دارد )26(. در 
گیرنده هاي  ژن  بیان  در  شده  ایجاد  تغییرات  که  شد  مشاهده  اینجا 

A2A تا حدي وابسته به فرکانس LFS است. این داده ها با گزارش 
هاي قبلي در مورد تاثیر تغییرات فرکانس LFS در فعالیت و یا عدم 
تقویت  از  تضعیف پس  ایجاد  NMDA جهت  گیرنده هاي  فعالیت 

مطابقت دارد )26(. 

تحريك الکتريکي با فركانس پايین و كیندلینگ
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جهانشاهي و همکاران

الکتریکی  تحریک  که  است  ض��روری  نکته  این  به  توجه 
قرار استفاده  مورد  صرع  بیماری  درم��ان  در  نیز  بالا  فرکانس   با 
 LFS اما  اس��ت.  شده  مشاهده  هم  آن  درمانی  اث��رات  و   گرفته 
برخی در  و  کمتر  ان��رژی  مصرف  ناچیز،  بافتی  آسیب  دلیل   به 
با الکتریکی  تحریک  ب��ه  نسبت  ط��ولان��ي ت��ر  اث���رات   م���وارد 

صرع  درم���ان  در  بهتری  جایگزین  م��ی ت��وان��د  ب��الا   فرکانس 
باشد )27(. 

نتيجه گيری
بر اساس نتایج حاصل مي توان پیشنهاد کرد جلوگیري از کاهش 
ژن بیان  کاهش  و  دارند(  مهاري  اثر  )که   A1 گیرنده هاي  ژن   بیان 
اعمال  در  است  ممکن  دارند(  تحریکي  اثر  که   (  A2A گیرنده هاي 
حدی  تا  اثرات  این  و  باشند  داشته  نقش   LFS تشنجي  ضد  اثرات 

وابسته به فرکانس LFS است. 
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