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Abstract 
Objective: Considering that cannabinoids protect neurons against neurodegeneration, in 
this study, the neuroprotective effect of WIN55,212-2 in paraoxon induced neurotoxicity in 
PC12 cells and the role of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor were evaluated.
Materials and Methods: In this study PC12 cells were maintained in Dulbecco's modi-
fied eagle’s medium (DMEM+F12) culture medium supplemented with 10% fetal bovine 
serum. The cells were treated with paraoxon (200 μM) in the presence or absence of 
WIN55,212-2 (0.1 μM), NMDA receptor agonist NMDA (100 μM), cannabinoid receptor 
antagonist AM251 and NMDA receptor antagonist MK801 (1 μM) at 15 minutes intervals. 
After 48 hours of exposure, cellular viability and protein expression of the CB1 receptor 
were evaluated in PC12 cells. 
Results: Following the exposure of PC12 cells to paraoxon (200 μM), a reduction in cell 
survival and protein level of the CB1 receptor was observed (p<0.01). Treatment of the 
cells with WIN55,212-2 (0.1 μM) and NMDA (100 μM) prior to paraoxon exposure signifi-
cantly elevated cell survival and protein level of the CB1 receptor (p<0.01). Also, AM251 
(1μM) did not inhibit the cell survival and protein level of the CB1 receptor increase  in-
duced by WIN55,212-2 (p<0.001). However, MK801 (1 μM) did inhibit cell survival and 
protein expression of the CB1 receptor increase induced by NMDA (p<0.001).
Conclusion: The results indicate that WIN55,212-2 and NMDA protect PC12 cells 
against paraoxon induced toxicity. In addition, the neuroprotective effect of WIN55,212-2 
and NMDA was cannabinoid receptor-independent and NMDA receptor dependent, re-
spectively.
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مقدمه
كانابينوئيدها، گروهى از تركيبات 21 كربنه هستند كه از ريشه هاى 
فعال ترين  مى شوند.  تهيه   Cannabis Sativa نام  به  گياهى  اى  غده 
مى باشد   Δ9- Tetrahydrocannabidiol  (∆9-THC) مواد  اين  شكل 
ليگاندهاى  كانابينوئيدى،  گيرنده هاى  از  كانابينوئيدى  سيستم   .(2  ،1)
كانابينوئيدى  كننده  تجزيه  و  كننده  بيوسنتز  آنزيم هاى  و  اندوژن 
 CB1 كانابينوئيدى  گيرنده  نوع  دو  امروزه   .(3) است  شده  تشكيل 
در  عمده  طور  به   CB1 گيرنده هاي  كرده اند؛  شناسايى  را   CB2 و 
سيستم عصبى و گيرنده هاي CB2 در طحال، سلول هاى ايمنى و روده 
ليگاندهاى  كانابينوئيدى،  گيرنده هاى  شناسايى  دنبال  به  دارند.  وجود 
به  كانابينوئيدها   .(1) شدند  كشف  گيرنده ها  اين  براى  كانابينوئيدى 
و  ضدالتهاب  ضدسرطان،  ضدتهوع،  آنتى اكسيدان،  ضدتشنج،  عنوان 
مى كنند (1، 3).  عمل   (Neuroprotection) نورونى كننده  محافظت 
مختلفى  مكانيسم هاى  به  مربوط  كانابينوئيدها  نورونى  حفاظت  نقش 
جلوگيرى  و  ولتاژ  به  وابسته  دار  دريچه  كلسيمى  كانال هاى  مهار  مثل 

اثر حفاظتي آگونيست گيرنده كانابينوئيدى (WIN55,212-2) در سميت ناشي از 
پاروكسان در سلول هاي PC12 و تداخل گيرنده N-methyl-D- aspartate با اين اثر 
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چكيده 
پاروكسان در سلول هاي   ناشي از  كانابينوئيدى در سميت   (WIN55,212-2) گيرنده آگونيست  حفاظتى  * هدف: بررسي اثر 

PC12 و نقش گيرنده NMDA در اين اثر
 Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM+F12) در محيط كشت PC12 مواد و روش ها: سلول هاي رده *
همراه با 10 در صد سرم كشت داده شدند. سلول ها با پاروكسان 200 ميكرومولار در حضور يا فقدان WIN55,212-2 با دوز 
N-methyl-D-aspartate  (NMDA) گيرنده  آنتاگونيست  و   (AM251) كانابينوئيدى  گيرنده  آنتاگونيست  ميكرومولار،   0/1

(MK801) با دوز 1 ميكرومولار و آگونيست گيرنده NMDA با دوز 100 ميكرومولار در فواصل زماني 15 دقيقه تيمار شدند. بعد 
از 48 ساعت، درصد بقاي سلول ها و ميزان بيان پروتئين گيرنده CB1 ارزيابي شد.

* يافته ها: با در معرض گذارى سلول PC12 با پاروكسان (200 ميكرومولار)، كاهش معني داري براى درصد بقاى سلول ها 
 NMDA (دوز 0/1 ميكرومولار) و WIN55,212-2 تيمار سلول ها با .(p<0/01) مشاهده شد CB1 و ميزان بيان پروتئين گيرنده
طور  به  را   CB1 گيرنده  پروتئين  بيان  ميزان  و  سلول ها  بقاى  درصد  پاروكسان  معرض گذارى  در  از  قبل  ميكرومولار)   100)
معنى دارى افزايش داد (p<0/01). هم چنين، AM251 با دوز 1 ميكرومولار افزايش درصد بقاى سلول ها و ميزان بيان پروتئين 
گيرنده CB1 ايجاد شده توسط WIN55,212-2 را مهار نكرد (p<0/001). اما MK801 با دوز 1 ميكرومولار افزايش درصد بقاى 

.(p<0/01) را مهار كرد NMDA ايجاد شده توسط CB1 سلول ها و ميزان بيان پروتئين گيرنده
* نتيجه گيري: اين نتايج نشان مى دهند كه WIN55,212-2 و NMDA از سلول هاى PC12 در برابر سميت ناشى از پاروكسان 
محافظت مى كنند. به نظر مى رسد شايد اثر حفاظت نورونى WIN55,212-2 و NMDA به ترتيب مستقل از گيرنده CB1 و وابسته 

به گيرنده NMDA باشد. 

PC12 ميزان بقاى سلولى،  رده سلولى ،NMDA كليدواژگان: آگونيست گيرنده كانابينوئيدى، پاروكسان، آگونيست گيرنده *

مقاله اصيل

از رها شدن نوروترانسميترهاى متعدد مثل گلوتامات،گابا و سروتونين 
مى باشد (1، 4، 5). كانابينوئيدها پس از فعاليت، توسط آنزيم فتى اسيد 
آميد هيدرولاز (Fatty Acid Amid Hydrolase; FAAH) موجود در 

جسم سلولى نورون پس سيناپسى هيدروليز مى شوند (3).
عوامل   (Organophosphorus; OP) ارگانوفسفره  تركيبات 
عصبى هستند كه هنوز به عنوان سلاح هاى شيميايى در حملات جنگى 
و براى مبارزه با آفات در كشاورزى استفاده مى شوند. مكانيسم اصلى 
كولين  استيل  آنزيم  مهار  ارگانوفسفره  تركيبات  با  حاد  مسموميت 
پس  است.  كولين)  استيل  نوروترانسميتر  كننده  تجزيه  (آنزيم  استراز 
علاوه   .(6) مى شود  ايجاد  كولينرژيكى  مسموميت  آنزيم،  اين  مهار  از 
آزاد،  راديكال هاى  توليد  با  ارگانوفسفره  تركيبات  كولينرژيكى،  اثر  بر 
شده  توليد  آزاد  راديكال هاى  مى كند.  پراكسيده  را  سلولى  ساختارهاى 
در مغز باعث كاهش مصرف اكسيژن، پيرى و آسيب نورونى مى شوند 
كه  مى كند  ايجاد  را  مزمن  مسموميت  ارگانوفسفره  تركيبات   .(7)
و پاركينسون (9)  آلزايمر (8)،  بيمارى هاى  جمله:  از  عصبى  اختلالات 
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اين  دنبال  به  دارند.  همراه  به  را   (10)  (MS)  Multiple Sclerosis
اختلالات، محققان در جستجوى تركيب موثر در پيشگيرى از آسيب 
قرار  بررسى  مورد  امروزه  كه  تركيباتي  از  دسته  يك  هستند.  نورونى 
مي گيرد، كانابينوئيدها هستند كه شايد در آينده به عنوان حفاظت كننده 

نورونى مورد استفاده قرار گيرند.
كليه  فوق  فئوكروموسيتوماى  سلول هاى  از   PC12 رده  سلول هاى 
اين  كه  مى رسد  نظر  به  قبلى  تحقيقات  به  توجه  با  مى شوند.  تهيه  رت 
و  نوروبيولوژي  مختلف  مشكلات  مطالعه  براى  مناسبى  مدل  سلول ها، 
نورو شيمي باشند (11). از آنجايي كه رده سلولى PC12 حاوى گيرنده 
حفاظتى  اثر  بررسى  براى  سلول ها  اين  مى رسد  نظر  به  مى باشد،   CB1

كانابينوئيدها در برابر عوامل ارگانوفسفره مناسب باشند (11).
كانابينوئيدها  حفاظتي  اثر  مكانيسم هاي  مطالعه  كه  آنجايي  از 
شديم  آن  بر  است،  گرفته  قرار  محققين  توجه  مورد  بسيار 
گيرنده تداخل  كانابينوئيدها،  محافظتي  اثر  بر  علاوه  تا 

سميت  برابر  در  را  اثر  اين  با   N-methyl-D-aspartate  (NMDA)
ناشى از پاروكسان در سلول هاى PC12 مورد ارزيابي قرار دهيم.

مواد و روش ها 
PC12 كشت و تيمار سلول هاي رده

تهيه  ايران  پاستور  انستيتو  سلولي  بانك  از   PC12 سلول هاي 
كشت  محيط  در  ميلي ليتري   40 كشت  فلاسك هاي  در  سلول ها  شد. 
DMEM+F12 (Gibco, UK) همراه با افزودني هايي شامل 10 درصد 
آنتي بيوتيك  صد  در   1 و   (Gibco, UK)  Fetal Bovine Serum
با سانتي گراد  درجه   37 انكوباتور  در  و  داده  كشت  آنتي مايكوتيك 

5 درصد CO2 نگهداري شدند. در ابتدا براى تعيين دوز مناسب، سلول ها با 
 ،(Tocris) (WIN55,212-2) CB1 دوزهاى مختلف آگونيست گيرنده
پاروكسان  و   (Tocris)  (AM251)  ،CB1 گيرنده  آنتاگونيست 
مختلف  گروه هاى  در  سلول ها  بعد  مرحله  در  شدند.  تيمار   (Sigma)

به ترتيب زير تيمار شدند: 
WIN55,212-2  .2 ميكرومولار)،   200) پاروكسان   .1

 NMDA گيرنده  [آگونيست   NMDA  .3 ميكرومولار)،   0/1)
NMDA آنتاگونيست گيرنده] MK801 .4 ،[(Tocris) ،100ميكرومولار

از  قبل  دقيقه   15  WIN55,212-2  .5  ،[(Sigma) ميكرومولار،   1
 1)  AM251  .6  ،(WIN+POX) ميكرومولار)   200) پاروكسان 
ميكرومولار)   0/1)  WIN55,212-2 از  قبل  دقيقه   15 ميكرومولار) 
WIN55,212-2 از  بعد  دقيقه   15 ميكرومولار)   200) پاروكسان  و 

دقيقه   15 ميكرومولار)   100)  NMDA  .7  ،(AM251+WIN+POX)
 MK801 .8 ،(NMDA+POX) (ميكرومولار پاروكسان (200  قبل از 
(1 ميكرومولار) 15 دقيقه قبل از NMDA (100 ميكرومتر) و پاروكسان 
ترتيب  به   .9  ،(MK+NMDA+POX)  NMDA از  بعد  دقيقه   15
ميكرومولار)،   100)  NMDA ميكرومولار)،   0/1)  WIN55,212-2
شدند  اضافه  دقيقه   15 فواصل  در  ميكرومولار)   200) پاروكسان  و 
 0/1)  WIN55,212-2 ترتيب  به   .10  ،(WIN+NMDA+POX)
ميكرومولار)، NMDA (100 ميكرومولار)، MK801 (1 ميكرومولار) 
شدند  اضافه  دقيقه   15 فواصل  در  ميكرومولار)   200) پاروكسان  و 

 WIN55,212-2 ترتيب  به   .11  ،(WIN+NMDA+MK+POX)
 100)  NMDA ميكرومولار)،   1)  MK801 ميكرومولار)،   0/1)
دقيقه   15 فواصل  در  ميكرومولار)   200) پاروكسان  و  ميكرومولار) 
به  سلول ها  ادامه  در   .(WIN+ MK+ NMDA +POX) شدند  اضافه 

 CO2 مدت 48 ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتي گراد با 5 در صد
ارزيابى  براى  سلول ها  ساعت،   48 گذشت  از  پس  شدند.  نگهداري 

درصد بقا و سنجش بيان پروتئين گيرنده CB1 آماده شدند.

(Viability Assay) ارزيابي ميزان بقاي سلول ها
MTS براي سنجش ميزان بقاي سلول ها از كيت

[-5- (3-carboxymethoxyphenyl)- 2-(4-sulfophenyl)- 2-H- 
tetrazolium- inner salt, MTS 3-(4,5- dimethytazol -2 -yl)]

سلول   1×104 تراكم  با   PC12 سلول هاي  منظور  اين  به  شد.  استفاده   
سلول ها  سپس  شدند  داده  كشت  خانه،  كشت 96  ظروف  خانه  هر  در 
دو  ساعت،   48 از  پس  گرفتند.  قرار  مختلف  تيمار هاي  معرض  در 
 Phenazine Methasulfate و   MTS حاوي   MTS كيت  محلول 
(PMS) به نسبت 1:20 در 6 سي سي محيط كشت DMEM+F12 حل 
شدند. پس از تخليه محيط قبلي، 120 ميكروليتر از محلول MTS حل 
به  سلول ها  سپس  شد.  اضافه  خانه   96 كشت  ظروف  خانه  هر  به  شده 
مدت 2 ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتي گراد انكوبه شدند. بعد از 
اين مدت، جذب نوري سلول هاي زنده رنگ گرفته توسط دستگاه الايزا

طول  در   (Enzyme Linked Immunosorbent Assay; ELISA)
موج 490 نانومتر خوانده شدند.

وسترن بلات
تراكم تقريبا 106×2 در  براي تهيه هموژن سلولي، سلول ها با  ابتدا 
گذشت 48  از  پس  شدند.  داده  كشت  خانه   6 كشت  ظروف  خانه  هر 
سپس  شدند.  شسته  سرد   (PBS) فسفات بافر  با  دوبار  سلول ها  ساعت، 
يك   EDTA ميلي مولار   1  Tris-HCL ميلي مولار   25 سرد  ليز  بافر  با 
فلورايد  سولفونيل  متيل  فنيل  مولار  ميلى  يك   ،  X100 تريتون  درصد 
طور  به  نمونه ها  شدند.  جدا  ظرف  ته  از  و  ليز   [pH=7/4 و   (PMSF)
گرفتند.  قرار  يخ  روي  دقيقه  مدت 30  به  و  شدند  جمع آوري  جداگانه 
نمونه ها با سرعت 10000 دور در دقيقه به مدت 10 دقيقه در دماي 4 
حاوي  كه  رويي  مايع  نهايت،  در  شدند.  سانتريفيوژ  سانتي گراد  درجه 
برادفورد  روش  به  پروتئين  سنجش  از  پس  شد.  برداشته  بود  پروتئين 
 SDS-PAGE ژل  روي  بر  نمونه  هر  پروتئين  از  ميكروگرم   12 ،(12)
10 درصد برده شد. پس از مرحله بلات شدن (انتقال پروتئين از ژل به 
آنتي بادي  با  نيتروسلولز  غشاي  روى  بر  پروتئين ها  نيتروسلولز)،  غشاي 
از  حاصل   1:200 رقت  با   CB1 گيرنده  عليه  اختصاصي  پلي كلونال 
خرگوش يا با آنتي بادي اختصاصي عليه بتا- اكتين به مدت يك شب 
در دماي 4 درجه سانتي گراد انكوبه گرديدند. گيرنده CB1 و پروتئين 
آنها  به  و  شدند  شناسايي  اوليه  اختصاصي  آنتي  بادي  توسط  اكتين  بتا 
متصل  خرگوش  اختصاصي  ثانويه  آنتي بادي هاى  سپس  يافتند.  اتصال 
آنتي بادي هاي  شناسايي  براي   Horse Radish Proxidase (HRP)
قرار  استفاده  مورد   1:1000 رقت  با  اكتين  بتا-  و   CB1 گيرنده  عليه 
گرفت. انكوباسيون آنتي بادي ثانويه به مدت يك ساعت در دماي اتاق 
صورت  گرفت. بعد از شست وشوي غشاي نيتروسلولز، سوبستراي مايع

T3, 3', 5, 5' Tetramethybenzidine (TMB) بر روي غشا اضافه  و 
در اثر واكنش TMB با HRP، باندهاي پروتئيني ظاهر  شد. 

تجزيه و تحليل آماري داده ها
 Image J داده هاي مربوط به وسترن بلات با استفاده از نرم افزار 
به دست آمد. داده هاي وسترن بلات و درصد بقاي سلول ها به صورت 
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آناليز  آزمون  از  و  شد  محاسبه  ميانگين  خطاي  از  انحراف  و  ميانگين 
تست  از  استفاده  با  و   (One-way ANOVA) طرفه  يك  واريانس 
Tukey براي بررسي معني دار بودن اختلاف بين گروه ها استفاده شد. 

تفاوت هاي با p<0/05 معني دار در نظر گرفته شد.

يافته ها 
اثر AM251 ،WIN55,212-2 و پاروكسان بر در صد بقاي سلول ها

در قسمت اول براى اينكه دوز - پاسخ WIN55,212-2 را تعيين 
 100 و   10  ،5  ،1  ،0/1 مختلف  دوزهاى  با   PC12 سلول هاى  كنيم. 
ميكرومولار WIN55,212-2 تيمار شدند. نتايج نشان داد كه دوزهاى 
1، 5، 10 و 100 ميكرومولار WIN55,212-2 اثر سمي دارند و منجر 
به كاهش درصد بقاي سلول هاى PC12 مى شوند (p<0/001). اما دوز 
نداد،  نشان  سمى  خاصيت  تنها  نه   WIN55,212-2 ميكرومولار   0/1
بلكه درصد بقاي سلول هاى PC12 را افزايش داد. هر چند اين افزايش 
به  ميكرومولار  دوز 0/1  از  آزمايش  ادامه  در  بنابراين  نيست.  معنى دار 
بقاي  درصد  شد،  استفاده  نورونى  حفاظت  براي  پيشنهادي  دوز  عنوان 
سلول ها در دوزهاى 100، 10، 5، 1، 0/1 به ترتيب 63، 80، 85، 91 و 

105 درصد مى باشند (شكل 1).
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شكل 1: اثر دوزهاى مختلف آگونيست گيرنده CB1 (WIN55,212-2) بر 
درصد بقاي سلول هاى PC12 پس از 48 ساعت انكوباسيون 

با  مقايسه  در   p<0/001 و  p<0/01 نشان دهنده ترتيب  به  و ***   ** 
.(n=6) گروه كنترل

در قسمت دوم، سلول هاى PC12 براى تعيين دوز پاسخ آنتاگونيست 
گيرنده CB1 (AM251) با دوزهاى مختلف 10 و 2 ،1 ميكرومولار تيمار 
كاهش   AM251دوز افزايش  با   PC12 سلول هاى  بقاي  درصد  شدند. 
يافت. در نتيجه، دوز پاسخ مناسب براى ادامه كار دوز 1 ميكرو مولار 
انتخاب شد؛ (درصد بقاي سلول در دوزهاى 10، 2، 1 ميكرو مولار به 

ترتيب 93/82، 95/82، 99/13 درصد مى باشند (شكل 2).
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بر   (AM251)  CB1 گيرنده  آنتاگونيست  مختلف  دوزهاى  اثر   :2 شكل 
.(n=6) پس از 48 ساعت انكوباسيون PC12 درصد بقاي سلول هاى

در قسمت سوم مطالعه هدف اصلى، يافتن دوز مناسب پاروكسان بود. 
طبق نتايج حاصل دوز 200 ميكرو مولار پاروكسان درصد بقاي سلول را به 
طور معنى دارى نسبت به گروه كنترل كاهش داد (p<0/01). بدين ترتيب اين 
دوز با كاهش 15 درصدي بقاى سلولى در ادامه آزمايش به عنوان دوز مناسب 
مولار  ميكرو  دوز 100  در  سلول  بقاي  گرفت؛ (درصد  قرار  استفاده  مورد 
پاروكسان 92 درصد و دوز 200 ميكرو مولار پاروكسان 85 درصد، دوز 300 

ميكرومولار 78 درصد و دوز 400 ميكرومولار 65 درصد ( شكل 3).
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 PC12 شكل 3: اثر دوزهاى مختلف پاروكسان بر درصد بقاي سلول هاى
پس از 48 ساعت انكوباسيون

*، ** و*** به ترتيب نشان دهنده p<0/01 ،p<0/05 و p<0/01 در مقايسه 
.(n=6) با گروه كنترل

PC12 اثر توأم كانابينوئيدها با پاروكسان بر درصد بقاي سلول هاى
 WIN55,212-2 با  سلول ها  كه  هنگامى  در  سلول ها  بقاي  نتايج 
گروه در  كه  داد  نشان  شدند،  تيمار  پاروكسان  از  قبل  دقيقه   15

WIN55,212-2 همراه با پاروكسان درصد بقاى سلول هاى PC12 در 
 .(p<0/001) مقايسه با گروه پاروكسان به طور معنى دارى افزايش مى يابد
 CB1 از طريق گيرنده WIN55,212-2 براى تعيين اينكه آيا اثر حفاظتى
 (CB1 آنتاگونيست گيرنده) AM251 انجام مى شود؟ دوز 1 ميكرومولار
سلول هاى  گروه  اين  در  گرفت.  قرار  بررسى  مورد  ديگرى  گروه  در 
PC12 با AM251، 15 دقيقه قبل از WIN55,212-2 و پاروكسان 15 
اثرات  كه  داد  نشان  نتايج  شدند.  تيمار   WIN55,212-2 از  بعد  دقيقه 
 .(p<0/001) مهار نمى شود AM251 توسط WIN55,212-2 حفاظتى
بنابراين به نظر مى رسد كه اثر حفاظتى WIN55,212-2 ممكن است از 

طريق گيرنده ديگرى علاوه بر گيرنده CB1 باشد (شكل 4).

سلول هاى  بقاي  درصد  بر  پاروكسان  با  كانابينوئيدها  توأم  اثر   : شكل 4 
WIN55,212-2 .PC12، 15 دقيقه قبل از پاروكسان به محيط كشت اضافه شد 
(WIN+POX) و در گروه ديگر AM251، 15 دقيقه قبل از WIN و پاروكسان 
15 دقيقه بعد از WIN به محيط كشت اضافه شدند (AM+WIN+POX). در 

نهايت سلول هاى تيمار شده 48 ساعت انكوبه شدند. 
** نشان دهنده p<0/01 در مقايسه با گروه كنترل.

.(n=6) در مقايسه با گروه پاروكسان p<0/001 نشان دهنده †††
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PC12 با پاروكسان بر درصد بقاي سلول هاى NMDA اثر توأم
دقيقه   15 NMDA با  سلول ها  كه  هنگامى  در  سلول ها  بقاي  نتايج 
قبل از پاروكسان تيمار شدند، نشان داد كه در گروه NMDA همراه با 
پاروكسان درصد بقاى سلول هاى PC12 در مقايسه با گروه پاروكسان 
به طور معنى دارى افزايش مى يابد (p<0/001). براى تعيين اينكه آيا اثر 
حفاظتى NMDA از طريق گيرنده NMDA انجام مى شود؟ دوز1 ميكرو 
مولار MK801 (آنتاگونيست گيرنده NMDA) در گروه ديگرى مورد 
 15 ،MK801 با   PC12 سلول هاى  گروه  اين  در  گرفت.  قرار  بررسى 
تيمار   NMDA از  بعد  دقيقه   15 پاروكسان  و   NMDA از  قبل  دقيقه 
شدند. نتايج نشان داد كه اثرات حفاظتى NMDA توسط MK801 مهار 
 NMDA حفاظتى  اثر  كه  مى رسد  نظر  به  بنابراين   .(p<0/01) مى شود 

ممكن است از طريق گيرنده انجام شود (شكل 5).
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.PC1215 با پاروكسان بر درصد بقاي سلول هاى NMDA شكل 5: اثر توام
شد  اضافه  كشت  محيط  به  پاروكسان  از  قبل  دقيقه   15  NMDA
 NMDA از  قبل  دقيقه   15  ،MK801 ديگر  گروه  در  و   (NMDA+POX)
شدند  اضافه  كشت  محيط  به   NMDA از  بعد  دقيقه   15 پاروكسان  و 
ساعت   48 شده  تيمار  سلول هاى  نهايت  در   .(MK+NMDA+POX)

انكوبه شدند. 
** نشان دهنده p<0/01 در مقايسه با گروه كنترل.

با  مقايسه  در   p<0/001 و  p<0/01 دهنده نشان  ترتيب  به   ††† و   ††
.(n=6) گروه پاروكسان

PC12 بر درصد بقاي سلول هاي NMDA با WIN55,212-2 اثر تداخل
مي دهد  نشان   WIN55,212-2 با   NMDA تداخل  نتايج 
ترتيب  به  سلول ها   WIN+NMDA+MK801+POX گروه  در 
ديگرى  گروه  در  هم چنين  شدند.  تيمار  دقيقه اى   15 فواصل  در 
دقيقه اى   15 فواصل  در  با  ترتيب  به  سلول ها   WIN+NMDA+POX
با  مقايسه  در  گروه  دو  اين  در  سلولى  بقاى  درصد  شدند.  تيمار 
طور  به   WIN+MK801+NMDA+POX و  پاروكسان  گروه  دو 
با  سلول ها  كه  گروهى  در  اما   .(p<0/01) يافتند  افزايش  معني داري 
WIN+MK801+NMDA+POX در فواصل 15 دقيقه اى تيمار شدند، 
درصد بقاى سلولى نسبت به پاروكسان كاهش معني داري را نشان داد 

(p<0/001) (شكل6).

پروتئين  بيان  ميزان  بر  پاروكسان  با  كانابينوئيدها  توأم  اثر 
PC12 سلول هاى CB1 گيرنده

پروتئين  بيان  ميزان  پاروكسان  كه  داد  نشان  بلات  وسترن  نتايج 
كاهش  كنترل  گروه  به  نسبت  معني داري  طور  به  را   CB1 گيرنده 
كنترل  گروه  به  نسبت   WIN55,212-2 اما   .(p<0/001) مي دهد 
تفاوتي را نشان نمي دهد. ميزان بيان پروتئين گيرنده CB1 در دو گروه 
WIN+POX و AM+WIN+POX به طور معني داري نسبت به گروه 

پاروكسان افزايش يافت (p<0/001) ( شكل 7).
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اضافه شدند و در نهايت سلول هاى تيمار شده 48 ساعت انكوبه شدند.
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 WIN+MK801+NMDA+POX در مقايسه با گروه p<0/001 نشان دهنده †††

.(n=6)

CB1 receptor

´β-actin

120

100

80

60

40

20

0

***

†††

†

ل)
تر
كن

وه 
گر

از 
صد 

در
) C

B
1 
ين
وتئ

پر

AM+W
IN

+P
OX

CNTL
POX

WIN

WIN
+P

OX

شكل7: آناليز وسترن بلات گيرنده CB1 در هنگام اثر توام كانابينوئيدها 
.PC12 با پاروكسان در سلول هاي

*** نشان دهنده p<0/001 در مقايسه با گروه گروه كنترل. 
† و ††† به ترتيب نشان دهنده p<0/05 و p<0/001 در مقايسه با گروه 

.(n=6) پاروكسان

CB1 receptor´

´β-actin

140

120

100

80

60

40

20

0

***

†††

†††

WIN
+M

K80
1+

NMDA+P
OX

POX
CNTL

WIN
+N

MDA+M
K80

1+
POX

ل)
تر
كن

وه 
گر

از 
صد 

در
) C

B
1 
ين
وتئ

پر

توام اثر  هنگام  در   CB1 گيرنده  بلات  وسترن  آناليز  شكل8: 
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اثر توأم WIN55,212-2 با NMDA برميزان بيان پروتئين گيرنده 
PC12 سلول هاى CB1

نتايج نشان داد كه گروه هاي تداخل WIN55,212-2 با NMDA نسبت 
به گروه پاروكسان به طور معني داري افزايش يافته اند (p<0/001) (شكل 8).

بحث
 WIN55,212-2 نورونى  حفاظت  احتمالى  اثر  مطالعه،  اين  در 
بررسي  پاروكسان  از  ناشى  سميت  برابر  در   NMDA تداخل  و 
 )  PC12 رده  سلول هاى  از  ويژگى،  اين  مطالعه  براى  شد. 
مقدمه  در  كه  طور  همان  زيرا  است؛  شده  استفاده  فئوكروموسيتوما) 
حفاظتى  اثر  مطالعات  براى  مناسبى  مدل  سلول ها  اين  شد  گفته 
مي باشند.  ارگانوفسفره  عوامل  سميت  برابر  در   WIN55,212-2
دوزهاى  در  سلول ها  بقاى  درصد  كه  مى دهد  نشان  فوق  نتايج 
معنى دارى  طور  به  پاروكسان  ميكرومولار  و400   100،200،300
در  سلول  اينكه  به  توجه  با  مى يابند.  كاهش  كنترل  گروه  به  نسبت 
مرگ  دچار  ميكرومولار)  و400   300) پاروكسان  بالاى  دوزهاى 
سلولى از نوع نكروز مى شوند (13)، بنابراين دوز 200 ميكرومولار 
كه  هنگامى  همچنين  شد.  انتخاب  مناسب  دوز  عنوان  به  پاروكسان 
بالاى دوزهاى  در  شد،  بررسى   WIN55,212-2 مختلف  دوزهاى 
كه حالى  در  شدند  مير  و  مرگ  دچار  سلول ها   WIN55,212-2

WIN55,212-2 با دوز 0/1 به نظر مى رسد اثر حفاظت كنندگى در 
 PC12 سلول هاى  كه  هنگامى  بررسى،  ادامه  در  كند.  ايجاد  سلول 
تيمار  پاروكسان  با  همراه   WIN55,212-2 ميكرومولار   0/1 دوز  با 
درصد)   20 (حدود  يافت  افزايش  سلول ها  اين  بقاي  درصد  شدند، 
اثر  ميكرومولار   0/1 دوز  با   WIN55,212-2 مى رسد  نظر  به  كه 
حفاظتى از خود نشان مى دهد. جياچن و همكاران، دوزهاى مختلف

رده  سلول هاى  در  را  ميكرومولار)   100 تا   0/1)  WIN55,212-2
بقاى  درصد   WIN55,212-2 دوز  افزايش  با  كردند.  بررسى   AF5
 WIN55,212-2 سلول ها كاهش يافت. در حالى كه دوزهاى پايين

NMDA اثر حفاظتى ايجاد كردند (14). در برابر سميت 
سلول هاى  در  را  مشابهى  نتيجه  همكاران  و  لوون  اين  بر  علاوه 
در  سلول ها  اين  كه  هنگامى  و  آوردند  دست  به   PC12 رده 
گيرنده (آگونيست  توسط  گرفتند،  قرار  آميلوئيد  بتا-  سم  معرض 

همكاران  و  ديرنگل   .(2) شدند  حفاظت   (Cannabidiol  CB1
افزايش  به  منجر  كانابينوئيدها  بالاى  دوزهاى  كه  كردند  گزارش 
با  مى شوند.  ليپواكسيژناز  و  سيكلواكسيژناز  آنزيم هاى  فعاليت 
فعاليت اين آنزيم ها راديكال هاى آزاد توليد مى شوند كه در نهايت 

پراكسيداسيون ليپيدى و مرگ سلولى را در پى دارند (15). 
گيرنده  (آنتاگونست   AM251 با  سلول ها  بررسى ها،  ادامه  در 
WIN55,212-2 و پاروكسان تيمار شدند. اين كار  CB1) همراه با 
 WIN55,212-2 براى تعيين اين نكته كه آيا اثر حفاظتى ديده شده از
به دليل تحريك گيرنده CB1 بوده است يا خير؟ انجام شد. يافته ها 
و   WIN55,212-2 با  همراه   AM251 حضور  در  كه  داد  نشان 
مطالعه  در  بنابراين  نشد.  كم  سلول ها  بقاي  درصد  پاروكسان 
حفاظتى اثر  كردن  عمل  گيرنده  از  مستقل  دلايل  از  يكي  حاضر، 

در   CB1 گيرنده  كم  مقدار  مي تواند   ،WIN55,212-2
حفاظتى اثر  اينكه  يا   (16) باشد  نيافته  تمايز   PC12 سلول هاى 

WIN55,212-2 ممكن است از طريق مسير يا مسيرهاى ديگرى غير 
عملكرد  توجيه  براى  احتمالى  مكانيسم  دو  باشد.   CB1 گيرنده  از 

شامل:  كه  است  شده  ارايه  گيرنده هايشان  از  كانابينوئيدها  مستقل 
وابسته  دريچه دار  كلسيمى  كانال هاى  بر  كانابينوئيدها  مستقيم  اثر   .1

ولتاژ  به 
غشا فيزيكوشيميايى  ويژگى هاى  ساير  و  سياليت  بر  اثر   .2

اثر  بيشتر  كانابينوئيدها  كه  مى كنند  پيشنهاد  اخير  يافته هاى 
كلسيمى  كانال هاى  بر  مستقيم  اثر  طريق  از  را  خود  تعديل كنندگى 

.(17) مى كنند  اعمال 
در   CB1 كانابينوئيدى  گيرنده  بيان  ميزان  مطالعه،  اين  در 
در   PC12 سلول هاي  كه  هنگامي  شد.  ارزيابي   PC12 سلول هاى 
كنترل  به  نسبت  باند  تراكم  ميزان  گرفتند،  قرار  پاروكسان  معرض 
بيان  كاهش  با  پاروكسان  مى رسد  نظر  به  بنابراين  يافت.  كاهش 
القا  را  خود  سميت   CB1 گيرنده  بلوك  و   CB1 گيرنده  پروتئين 

كرده است (18).
شد،  استفاده  تنهايي  به   WIN55,212-2 كه  گروهي  در 
مي رسد نظر  به  است.  كنترل  همانند  تقريب  طور  به  باند  تراكم 

نمي كند.  ايجاد  تغييري  هيچ   CB1 گيرنده  بيان  در   WIN55,212-2
بودند  گرفته   AF5 سلول هاى  در  همكاران  و  جياچن  مشابهى  نتيجه 
گيرنده  بيان  پاروكسان  با  همراه   WIN55,212-2 طرفي  از   .(14)
CB1 را به طور معني داري نسبت به پاروكسان افزايش داد. بنابراين 
 (19) CB1 مي تواند يا از طريق افزايش بيان گيرنده WIN55,212-2
يا مهار بلوك گيرنده CB1 توسط پاروكسان (18) عمل كرده باشد. 
نتيجه  همكاران (19) مى توان  فرناندز لوپز و  مطالعه  نتايج  به  توجه  با 
گيرنده  بيان  افزايش  در  اثري  تنهايي  به   WIN55,212-2 كه  گرفت 
مي شود،  استفاده  پاروكسان  با  همراه  كه  هنگامي  اما  ندارد   CB1
نظر  به  مي دهد.  كاهش  را  پاروكسان  سميت  اثر   WIN55,212-2
مثل  آسيب زا  محرك هاي  برابر  در  كانابينوئيدي  سيستم  كه  مي رسد 

وارد عمل مي شود. سموم و آسيب هاي مغزي 
 AM251 ،WIN55,212-2  در گروهي كه سلول ها در معرض 
 AM251 و پاروكسان قرار گرفتند. شاهد نكته جالبي هستيم. به ظاهر
 WIN55,212-2 برگرداننده  اثر  تنها  نه   CB1 گيرنده  آنتاگونيست 
در بلوك گيرنده توسط پاروكسان را مهار نمي كند بلكه بيان گيرنده 
افزايش  پاروكسان  با   WIN55,212-2 تركيبي  گروه  به  نسبت  را 
نسبي  آگونيست  يك  همانند   AM251 مي رسد  نظر  به  مي دهد. 
AM251 در  عمل كرده باشد (20). اين نتيجه در راستاي عدم تاثير 
بقاي  درصد  سنجش  در   WIN55,212-2 محافظتي  اثر  بازگرداندن 
آنتاگونيست  يك  اينكه  وجود  با   AM251 زيرا  مي باشد.  سلول ها 
معكوس  را   WIN55,212-2 اثرات  نتوانست  است،   CB1 گيرنده 
رفتار  غشايي  عناصر  ساير  با  تداخل  طريق  از   AM251 شايد  نمايد. 

نمايش مي گذارد.  خاصي از خود به 
مرگ  گلوتامات  قبلي،  شده  انجام  بررسي هاي  به  توجه  با 
است  شده  ثابت  امروزه  مي كند.  ايجاد  عصبي  اختلالات  و  سلولي 
عصبي  سلول هاي  بقاي  و  تمايز  در   NMDA گيرنده هاي  فعاليت  كه 
 NMDA نيز نقش دارند (6). علاوه بر اين، نشان داده شده است كه
ميلي مولار)   100) پايين  دوزهاى  در   (NMDA گيرنده  (آگونيست 
در  بنابراين  مى كنند (21).  ايجاد  عصبى  سلول هاى  براى  حفاظتى  اثر 
 NMDA ادامه اين مطالعه، درصد بقاي سلول ها در هنگام تداخل اثر
درصد  سنجش  از  حاصل  نتايج  كرديم.  ارزيابى  را  پاروكسان  با 
از  پاروكسان  سميت  با  همراه   NMDA كه  داد  نشان  سلول ها  بقاي 

مى كند. محافظت   PC12 سلول هاى 

هاشمي و همكاران 
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شد  گزارش  همكاران  و  بنگتسون  كه  شده  انجام  بررسي  طي 
سيناپس  به  نسبت  جايگاه شان  به  توجه  با   NMDA گيرنده هاي  كه 

كند (22).  ايجاد  نورونى  آسيب  يا  حفاظتى  اثر  مى تواند 
مكانيسم هاي حفاظتي مختلفي براي اثر حفاظتي NMDA معرفي 
تحريك  كلسيم،  به  وابسته  مكانيسم  به  مي توان  جمله  از  است.  شده 
حيات  فعاليت مسير هاي   ،JNK آپوپتوزي  مهار مسير   ،BDNF توليد 
 (MAPK/ERK1/2 ،PI3-K/Akt ،PKA/CREB ،NFκB) سلول 

اشاره كرد (23). 
 NMDA از  قبل   MK801 با  سلول ها  كه  هنگامي  مطالعه  اين  در 
نشان  نتايج  اين  يافت.  كاهش  سلول ها  بقاي  درصد  شدند،  تيمار 
مي دهد، هنگامي كه جلوي عملكرد NMDA توسط MK801 گرفته 
است.  بوده  پاروكسان  از  بيشتر  حتي  تنهايي  به  شده  القا  سميت  شد. 
باشد.   NMDA محافظتي  اثرات  حذف  از  ناشي  مي تواند  نتيجه  اين 
سلول هاي  در   NMDA حفاظتي  اثر  همكاران،  و  ويو  تحقيق  طي 
آنزيم  مهار  آنها  شد؛  بررسي  پاروكسان  معرض  در  مغزي  گرانول 
سلول هاى  در  حفاظتى  اثر  مسئول  را   NMDA توسط   Caspase 3

كردند (6). معرفى  مغزى  گرانول 
در   CB1 گيرنده  بيان  ميزان  و  سلول ها  بقاى  درصد  نهايت  در 
نتايج  شد.  ارزيابى   NMDA با   WIN55,212-2 اثر  تداخل  هنگام 
درصد   NMDA با   WIN55,212-2 تداخل  هنگام  در  كه  داد  نشان 
بقاى سلول ها و ميزان بيان گيرنده CB1 نسبت به پاروكسان افزايش 
محافظتي  عمل  در  مى رسد  نظر  به  نتايج  اين  به  توجه  با  مي يابد. 
وجود  تداخل  كانابينوئيدي  و  گلوتاماتي  سيستم هاي  بين  سلولي 
دارد. فرارو و همكاران در تحقيق خود نتيجه گرفتند كه گلوتامات 
لازم  جنيني  دوره  در  عصبي  سلول هاي  تكامل  و  رشد  تكثير،  براي 

 CB1 و   NMDA گيرنده هاي  بين  عصبي  سيستم  در  هم چنين  است. 
خود  تحقيق  در  همكاران  و  بوسيا   .(24) دارد  وجود  عمل  تداخل 
گلوتاماتي  گيرنده هاي  هيپوكامپ  سلول هاي  در  كه  كردند  مشاهده 
از نوع mGLU1α و CB1 در جايگاه هاي نزديك به هم قرار دارند. 
مطالعه  در  آمده  دست  به  نتايج  براي  تاييدي  مي تواند  تحقيق  اين 

باشد (25). حاضر 

نتيجه گيرى 
كه داد  نشان  تحقيق  اين  كلى،  نتيجه گيرى  يك  در 

مى دهد.  قرار  تاثير  تحت  را  سلول  دوز،  به  توجه  با   WIN55,212-2
دوز كم WIN55,212-2 اثر حفاظتى در برابر سميت پاروكسان دارد. 
هم چنين به نظر مى رسد اثر حفاظتى در اين تحقيق با بررسي بيان گيرنده 
CB1 و كاربرد آنتاگونيست گيرنده CB1 (AM251) مي تواند از طريق 
از  مكانيسم ها  ساير  طريق  از  اثر  اين  دارد  احتمال  بلكه  نباشد  گيرنده 
شود.  حاصل  ولتاژ  به  وابسته  دريچه دار  كلسيمى  كانال هاى  مهار  جمله 
در صورتي كه NMDA اثر حفاظتي اش را از طريق گيرنده اعمال كرده 
سلولي  حفاظت  عمل  در   NMDA و   WIN55,212-2 اثر  بين  و  است 
تداخل وجود دارد. بنابراين، اين مطالعه مي تواند مقدمه اي براي شروع 

كار هاي دقيق تر و گسترده تري در اين زمينه باشد.
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