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Abstract 
Objective: Considering the inhibitory effect of integrin-activity modulator (manganese) on 
the development of morphine tolerance; in this study we have tried to assess the effect 
of chronic administration of both morphine and manganese on the expression levels of β1 
and β2 integrins in the dorsal horn of the lumbar spinal cord.
Materials and Methods: Morphine tolerance was induced by intrathecal injection of mor-
phine, 15 μg/rat twice a day for five days. In order to study the effect of manganese on tol-
erance development; we injected manganese alone or in combination with morphine. The 
analgesic effect of morphine was assessed by using the tail flick test. Semi-quantitative 
reverse transcription - polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to assess the ex-
pression levels of β1 and β2 integrins.
Results: As assessed on day 6, five days administration of morphine significantly in-
creased the expression levels of integrins β1 and β2. Combined administration of mor-
phine and manganese, which inhibited morphine tolerance, prevented the effect of mor-
phine on integrins’ expression.
Conclusion: Increased expression of integrins may be due to direct effect of chronic mor-
phine or a negative feedback that resulted from the potent inhibitory effect of morphine on 
integrins’ activity.  It seems that the activating of integrins via manganese in the presence 
of morphine can reverse feedback and consequently the effect of chronic administration 
of morphine on β1 and β2 integrins’ and expression. Our findings suggest a role for intra-
cellular matrix molecules in the development of morphine tolerance and possibly other 
forms of synaptic plasticity.
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مقدمه
اپيوييدها از ديرباز براي ايجاد بي دردي استفاده شده اند، اما تجويز 
و  تحمل  مانند  توجهي  قابل  جانبي  اثرات  داراي  آنها  مدت  طولاني 
وابستگي است. با ايجاد تحمل براي رسيدن به اثر بي دردي اوليه، لازم 

است دارو در مقادير بالاتر مصرف گردد (1).
كار  به  مروري  مقاله اي  در  بار  اولين  براي  اينتگرين  اصطلاح 
را  سلولي  سطح  هترومريك  گيرنده هاي  از  خانواده اي  تا  رفت 
سلولي  داخل  اسكلت  به  سلولي را  خارج  ماتريكس  كند كه  توصيف 
كه  آلفا  اينتگرين  و 18  بتا  اينتگرين   8 كنون  تا   .(2) مي نمايند  متصل 
شده اند  شناسايي  مي دهند،  تشكيل  را  بتا/آلفا  هترودايمر   24 حداقل 
سيناپس،  توليد  در  شركت  مانند:  كليدي  نقش هاي  اينتگرين ها   .(3)
مركزي عصبي  سيستم  در  حافظه،  شكل گيري  و  سيناپسي  انتقال 

مكانيسم  اما  مي كنند.  ايفا   (Central Nervous System; CNS)
نواحي  در  ويژه  به  اينتگرين ها   .(4) است  ناشناخته  آنها  عمل  دقيق 
سيناپسي فراوان هستند (5). در سيناپس هاي CNS خانواده اينتگرين ها 
به عنوان واسطه هاي چسباننده سلولي عمل مي كنند (5). جايي كه آنها 
در گسترش سيناپسي، حفظ و تجديد اسكلت سلولي (كه در فعاليت 

سيناپسي شركت مي كنند) نقش دارند (4). 

تغيير در بيان ژن اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 به دنبال تكوين تحمل به اثر ضددردي مورفين
در موش هاي صحرايي نر
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چكيده 
* هدف: بررسي امكان تغيير ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1و تبا 2 به دنبال تجويز مكرر مورفين و در حضور منگنز، به عنوان 

فعال كننده اينتگرين ها و مهاركننده تحمل در بخش كمري نخاع
* مواد و روش ها: در اين مطالعه تجربي جهت القاي تحمل به مورفين، 15 ميكروگرم مورفين دو بار در روز به مدت پنج روز به شيوه 
داخل نخاعي به موش هاي صحرايي نر بالغ تزريق شد. براي بررسي اثر كاتيون منگنز، 15 دقيقه قبل از مورفين، منگنز (20 نانومول/موش) 
به صورت داخل نخاعي تجويز گرديد. اثر ضددردي مورفين توسط آزمون Tail Flick سنجيده شد. براي برآورد تغييرات بيان ژن هاي 
اينتگرين بتا 1 و بتا 2 در نخاع كمري روش نيمه كمي  Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction  (RT-PCR) به 

كار گرفته شد. از ژن بتا اكتين به عنوان استاندارد داخلي استفاده شد.
در  بتا 2  و  بتا 1  اينتگرين هاي   mRNA سطح  افزايش  موجب  مي تواند  مورفين  مكرر  تجويز  كه  داد  نشان  نتايج  يافته ها:   *
بود.  مورفين  ضددردي  اثر  به  تحمل  ايجاد  روند  كردن  مهار  به  قادر  منگنز  كاتيون  تجويز  شود.  كمري  نخاع  خلفي  بخش 
همچنين تزريق هم زمان منگنز و مورفين از تغيير ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 در بخش خلفي نخاع كمري ممانعت 

نمود. 
توسط  بيان  مستقيم  افزايش  علت:  دو  از  ناشي  مي تواند   2 بتا  و   1 بتا  اينتگرين هاي   mRNA ميزان  افزايش  نتيجه گيري:   *
مورفين و يا فيدبك ناشي از مهار اينتگرين ها توسط مصرف مكرر مورفين باشد. به نظر مي رسد منگنز با فعال كردن اينتگرين ها و 
  mRNAمخالفت با اثرات مهاري اپيوييدها روي اينتگرين ها، تا حدودي از اثرات ناخواسته اپيوييدها از قبيل تحمل و افزايش ميزان
اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2ممانعت نموده است. اين يافته ها نقش احتمالي ماتريكس خارج سلولي را در ايجاد تحمل به مورفين و 

ساير انواع شكل پذيري سيناپسي مطرح مي سازد.

* كليدواژگان: مورفين، بيان ژن، اينتگرين، منگنز، شكل پذيرى سيناپسى
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88، صفحات: 448-455

مقاله اصيل

اينتگرين ها به عنوان متالوپروتيين ها مطرح هستند. در هر هترودايمر 
اينتگرين 5-3 جايگاه اتصال به كاتيون هاي دوظرفيتي وجود دارد. اتصال 
اين كاتيون ها اثرات قويي بر عملكرد اينتگرين دارد (2). براي بسياري از 
اينتگرين ها كاتيون منگنز مي تواند موجب تغيير شكل فضايي شود كه با 

افزايش تمايل اتصال به ليگاند همراه است (6).
شواهد موجود احتمال تغيير در عملكرد اينتگرين ها با مصرف مكرر 
به  تحمل  ايجاد  در  است  ممكن  تغيير  اين  كه  مي كند  مطرح  را  مورفين 
مورفين نقش داشته باشد. به طور خلاصه تكوين تحمل به اثر ضددردي 
مي توان  آنها  جمله  از  كه  است  همراه  سلولي  فرايند  چندين  با  اپيوئيدها 
كيناز پروتيين   ،(Nitric Oxide; NO) اكسايد  نيتريك  افزايش  به 
(Protein Kinase C; PKC ) و پروتيين كيناز وابسته به كلسيم- كالمودولين
 Calcium Calmodulin Dependent Protein Kinase Type 2;)
CaMKII) اشاره كرد. هر سه مولكول به گونه اي اثرات مهار كننده اي 
با  منگنز  كاتيون  شايد  بنابراين   .(7-11) دارند  اينتگرين ها  شدن  فعال  بر 
فعال كردن اينتگرين ها و جبران اثرات مهاري اپيوئيدها (از طريق افزايش

اثرات  از  حدودي  تا  بتواند  اينتگرين ها  بر   (CaMKII و   NO ،PKC
ناخواسته اپيوئيدها از قبيل تكوين تحمل جلوگيري كند. مطالعه قبلي اثر 
مهار كننده فعاليت اينتگرين ها را بر تكوين تحمل نشان داد (12). طبق 
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گزارش هايي دخالت مكانيزم هاي وابسته به بيان ژن در تكوين تحمل و در 
بروز اثرات عوامل موثر بر روند تحمل نشان داده شده است (16-13). با 
توجه به فراواني بيان اينتگرين ها در محل سيناپس ها و اثر فعاليت آنها بر 
تكوين تحمل، در اين مطالعه سعي شده است نقش تغييرات احتمالي بيان 
اينتگرين ها در تحمل به مورفين به عنوان مدلي از شكل پذيري سيناپسي 

بررسي شود. 
عملكرد  در  تغيير  احتمالي  نقش  بررسي  منظور  به  مطالعه  اين  در 
 mRNA اينتگرين ها در تكوين تحمل به اثر ضددردي مورفين، ميزان
اينتگرين هاي بتا 1و بتا 2 به دنبال تجويز مكرر مورفين در بخش كمري 
ميزان  بين  ارتباط  بررسي  منظور  به  همچنين  است.  شده  بررسي  نخاع 
تكوين تحمل و بيان ژن اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2، ميزان بيان اين دو 
ژن در حضور كاتيون منگنز به تنهايي و به همراه مورفين بررسي شد. به 
دليل اينكه سد خوني - مغزي مانعي براي ورود مقادير دلخواه دارو به 
CNS است، براي پرهيز از اثرات وسيع داروها در مصرف سيستميك، 

از تزريق داخل نخاعي و موضعي مورفين و منگنز استفاده شد.

مواد و روش ها 
حيوانات

به منظور بررسي اين مطالعه از موش هاي صحرايي نر نژاد Wistar با 
محدوده وزني 220-180 گرم كه تصادفي در گروه هاي حداقل شش تايي 
قرار گرفتند، استفاده شد. حيوانات، محدوديتي از نظر دسترسي به آب و غذا 
نداشتند و در شرايط كنترل شده نوري و گرمايي نگهداري مي شدند (12 
ساعت روشنايي و 12 ساعت تاريكي، شروع روشنايي ساعت 7 صبح بود). 
براي تمام آزمايش ها، موش هاي صحرايي دو نوبت (صبح و عصر) با دارو 
تيمار و آزمايش مي شدند. براي تزريقات داخل نخاعي، بعد از كانول گذاري، 
جداگانه نگهداري مي شدند و به آنها اجازه داده مي شد تا به مدت 48 ساعت 
قبل از تيمار با دارو بهبود يابند. جهت پرهيز از القاي استرس، حيوانات قبل 
از آزمايش دست آموز مي شدند و هر حيوان تنها يك بار مورد آزمايش 
قرار مي گرفت. پروتكل هاي بين المللي براي كار با حيوانات آزمايشگاهي 
رعايت شد تا درد و آزار حيوانات به حد اقل برسد كه اين مطالعه توسط 

كميته اخلاق در پژوهش دانشگاه تربيت مدرس تاييد شد.

مواد
مورفين سولفات (شركت تماد، ايران) در سالين (0/9 درصد) حل 
شده و به صورت داخل نخاعي (i.t.) در حجم 10 ميكروليتر/ موش (با 
دوز 15 ميكروگرم/ موش) تزريق مي شد. كلريد منگنز (مرك) نيز به 
موش)  نانومول/  ميكروليتر (20  حجم 10  در  و  نخاعي  داخل  صورت 
تزريق شد. غلظت كاتيون منگنز استفاده شده در اين مطالعه كمي بالاتر 
از غلظت اين كاتيون در مايع مغزي نخاعي (ميكروگرم/ ليتر 0/8-1/5) 

بود تا بتواند موجب فعاليت بيشتر اينتگرين ها شود.

تزريق داخل نخاعي
انجام   (17) ردي  و  ياكش  روش  اساس  بر  نخاعي  داخل  تزريق 
 100) كتامين  صفاقي  داخل  تزريق  با  حيوانات  منظور  بدين  گرفت. 
ميلي گرم/كيلوگرم وزن بدن) و زايلازين (20 ميلي گرم/كيلوگرم وزن 
انجام  جهت  استريوتاكس  دستگاه  در  حيوان  سر  شدند.  بيهوش  بدن) 
جراحي ثابت شد. يك برش كوچك به طول 2 سانتي متر از بين گوش ها 
به طرف پايين ايجاد و عضلات گردني كنار زده شد و به آرامي از روي 
تيغه اكسي پيتال جمجمه آزاد شدند. وسط غشاي اطلس- اكسي پيتال 

سوراخ كوچكي ايجاد شد تا منجر به خروج مايع مغزي- نخاعي گردد 
كه نشانه اي از دسترسي به فضاي زير عنكبوتيه بود. يك لوله پلي اتيلن 
فضاي  در  آرامي  به  آن  سانتي متر   8 و  آماده  سانتي متر   11 طول  به   10
زيرعنكبوتيه به طرف قطعه كمري نخاع پيش برده شد. لوله پلي اتيلن قبل 
از استفاده، به وسيله اتانول70 درصد استريل و كاملا با سالين استريل شسته 
شد. موش هاي صحرايي داراي كانول تغيير معني داري را در زمان تاخير 
Tail Flick نشان ندادند و زمان تاخير قبل از دارو براي آنها مانند حيوانات 
بدون كانول در محدوده 3 تا 4 ثانيه بود. 3 سانتي متر از لوله خارج از نخاع 
قرار گرفت و براي تزريق دارو استفاده شد. در هيچ يك از حيوانات بعد 
از كانول گذاري نقص حركتي ديده نشد. دارو يا سالين به صورت داخل 

نخاعي در حجم 10 ميكروليتر تزريق شد. 

القاي تحمل به مورفين
از تزريق مكرر مورفين به صورت داخل نخاعي با دوز 15 ميكروگرم/

موش (در حجم 10 ميكروليتر) دو بار در روز (صبح و عصر) به مدت 5 روز 
براي القاي تحمل به مورفين استفاده شد (18). براي ارزيابي تحمل14 تا 16 
ساعت پس از آخرين تزريق براي القاي تحمل (روز ششم) حيوانات يك 
دوز ديگر مورفين داخل نخاعي (15 ميكروگرم/موش) دريافت كردند و 

اثر ضددردي آن با استفاده از آزمون Tail Flick (19) ارزيابي شد.
براي بررسي اثر مهاري كاتيون منگنز بر تكوين تحمل به مورفين، گروه 
اول از موش هاي صحرايي 10 ميكروليتر/موش سالين و 15 دقيقه بعد از آن 
15 ميكروگرم/موش مورفين را به صورت داخل نخاعي دريافت كردند. 
گروه دوم 15 ميكروگرم/موش مورفين داخل نخاعي را 15 دقيقه بعد از 
كنترل  گروه  دو  كردند.  دريافت  منگنز  كاتيون  نانومول/موش  تزريق 20 
سالين  حيوانات،  از  گروه  يك  در  گرفت،  قرار  استفاده  مورد  نيز  ديگر 
داخل نخاعي (10 ميكروليتر/موش) 15 دقيقه بعد از تزريق داخل نخاعي 
كاتيون منگنز و در گروه بعد دو دوز سالين با فاصله 15 دقيقه تزريق شد. 
ساعت  تا 16  ششم (14  روز  در  مي شد.  تكرار  روز  مدت 5  به  روند  اين 
آزمون Tail Flick قبل و  تاخير  زمان  پنجم)،  روز  تزريق  آخرين  پس از 
بعد از تزريق دوز 15 ميكروگرم/موش مورفين اندازه گيري و سپس درصد 
Maximum Possible Effect (MPE) محاسبه شد. ميزان تحمل به اثر 
ضد دردي مورفين با مقايسه درصد MPE مورفين روز ششم با ميزان اين 

تاخير در گروه تيمار شده با سالين مكرر ارزيابي شد.

سنجش ميزان بي دردي
14 تا 16 ساعت پس از آخرين تزريق براي القاي تحمل (روز ششم) 
حيوانات يك دوز ديگر مورفين (15 ميكروگرم/موش) دريافت كردند 
شد.  ارزيابي   (19) Tail Flick آزمون  از  استفاده  با  آن  ضددردي  اثر  و 
سنجش ميزان بي دردي قبل از تزريق مورفين و 15 دقيقه بعد از تزريق 
مورفين يا سالين 0/9 درصد (گروه كنترل) انجام گرفت. در هر مورد زمان 
تاخير براي كشيدن دم، دو يا سه بار با فواصل يك دقيقه اي اندازه گيري 
شد و ميانگين آن به عنوان زمان تاخير قبل (Base Line: BL) و يا بعد 
نور  شدت  شد.  استفاده  دارو  مصرف  از   (Tail-flick Latency; TL)
دستگاه طوري تنظيم شد كه زمان تاخير پايه بين 3 تا 4 ثانيه باشد. براي 
 Cut-off) جلوگيري از صدمه بافت، تابش نور پس از 8 ثانيه قطع مي شد
Time). براي مقايسه تغييرات زمان تاخير آزمون Tail-Flick در گروه هاي 
مختلف با كمك فرمول زير، در هر مورد درصد بي دردي از حد اكثر 

بيدردي ممكن (MPE%) محاسبه شد (20).
% MPE= [(TL-BL) / (Cut-off Time-BL)] ×100
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بررسي بيان ژن
در گروه هاي مختلف مورد استفاده، 16 ساعت پس از آخرين تزريق 
براي القاي تحمل (روز ششم)، سر حيوانات قطع شد. پس از استخراج 
طناب نخاعي، بخش خلفي نخاع كمري فوري جدا و در نيتروژن مايع 
نگهداري شد. كل RNA سلولي به وسيله روش فنول- كلروفرم (21) و با 
استفاده از معرف RNX+ (سيناژن- ايران) جدا شد. براي بررسي ميزان بيان 
 RT نيمه كمي استفاده شد (22). به طور خلاصه واكنش PCR ژن از روش
 M-MuLV و آنزيم نسخه برداري معكوس Oligo-dT با استفاده از پرايمر
(فرمنتاز) و بر اساس پروتكل مربوطه انجام شد. واكنش هاي PCR براي 
مطالعه بيان ژن در نمونه هاي به دست آمده از هر موش صحرايي آماده شد. 
هر واكنش PCR با استفاده از پرايمرهاي پيش رو و معكوس اختصاصي 
براي ژن هاي بتااكتين (به عنوان استاندارد داخلي)، اينتگرين بتا1 و بتا 2 انجام 

شد. توالي پرايمرهاي مورد استفاده در جدول 1 ارايه شده است.
جدول 1: توالي پرايمرهاي مورد استفاده در واكنش PCR براي

تكثير بخشي از ژن هاي مورد مطالعه
´3- توالي پرايمر -´5نوع پرايمرنام  ژن

CCCAGAGCAAGAGAGGCATCپيش روبتا-اكتين

CTCAGGAGGAGCAATGATCTپس رو

GAGTGTGTCTGTGGACAGTGTGپيش رواينتگرين بتا 1

GTCTCCACAACATGCACGTGAGپس رو

TGTGGACGACGATCGAGAGTGTپيش رواينتگرين بتا 2

AAGCTGGGGCCACCTTTACTGAپس رو

DNA پليمراز Taq (سيناژن، ايران) براي تكثير DNA استفاده شد و 
واكنش PCR پس از 10 دقيقه انكوباسيون در دماي 95 درجه سانتي گراد، 30 
سيكل با چرخه دمايي (60 ثانيه در 95 درجه سانتي گراد، 60 ثانيه در 57 درجه 
سانتي گراد و 60 ثانيه در 72 درجه سانتي گراد) دنبال شد. آخرين سيكل با 
يك مرحله انكوباسيون در 72 درجه سانتي گراد به مدت 10 دقيقه دنبال شد.

تمام پارامترهاي واكنش طوري تنظيم شد كه رابطه اي خطي ميان تعداد 
سيكل هاي PCR و مقدار محصول PCR و همچنين رابطه خطي ميان مقدار اوليه 
cDNA الگو و مقدار محصول PCR برقرار بود. براساس نتايج به دست آمده 
از اين آزمايشات، 30 سيكل PCR براي آناليز نمونه ها استفاده شد. محصولات 
PCR متعاقبا روي ژل آگاروز 1درصد آناليز شد (Roche، آلمان). دانسيته 

باندها توسط نرم افزار Lab works اندازه گيري شد (UV Doc، انگليس).

تجزيه و تحليل آماري
تفاوت آماري بين زمان تاخير درآزمون Tail-Flick در قبل و بعد از 
مصرف دارو با آزمون Paired t test مقايسه شد. براي مقايسه دانسيته 
يا  آزمون t-test و  مختلف از  گروه هاي  بي دردي در  ميزان اثر  باندها و 
آناليز واريانس (NOVA) يك طرفه و به دنبال آن آزمون Tukey استفاده 
شد. هر گروه شامل نمونه هاي به دست آمده از 6 حيوان بود (n=6). نتايج 
به صورت ميانگين Mean ± SEM (خطاي معيار ميانگين) ارايه شده اند. 

p<0/05 به عنوان حداقل سطح معني دار بودن مورد استفاده قرار گرفت.

يافته ها 
آزمون تحمل به اثر ضددردي مورفين

در اين آزمون دو گروه از حيوانات مورد بررسي قرار گرفتند. در گروه 

اول طي پنج روز، دو بار در روز (صبح و عصر)، مورفين داخل نخاعي با 
دوز 15 ميكروگرم/موش (در حجم 10 ميكروليتر) تزريق شد. در گروه دوم 
با الگوي مشابه هر بار 10 ميكروليتر سالين به صورت داخل نخاعي تزريق 
شد. صبح روز ششم تزريق مورفين با دوز 15 ميكروگرم/موش در هر گروه 

انجام شد و اثر ضد دردي آن با آزمون Tail Flickسنجش شد.
تزريق مورفين در گروهي كه قبلا به مدت پنج روز سالين دريافت 
 ،(p<0/01) (%MPE=100) كرده بود، باعث ايجاد بي دردي كامل شد
در حالي كه تجويز همان دوز از مورفين در گروهي كه قبلا به مدت 
كرد  ايجاد  را  كمي  بي دردي  بود،  كرده  دريافت  مورفين  روز  پنج 
اختلاف  گروه  دو  در  بي دردي  ميزان   .(p<0/05)  (%MPE=14)

معني داري داشت (p<0/001) (نمودار 1).
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نمودار 1: كاهش اثر ضددردي مورفين به دنبال استفاده داخل نخاعي و 
،Tail Flick تغييرات زمان تاخير در آزمون :A .(ايجاد تحمل) مكرر آن
B: تغييرات ميزان درصد بي دردي از حد اكثر بي دردي ممكن. مصرف مكرر 
مورفين با دوز 15 ميكروگرم / موش به صورت داخل نخاعي روزي دوبار 
و به مدت پنج روز باعث كاهش اثر بي دردي همان دوز در روز ششم و به 
عبارتي تكوين تحمل نسبت به اثر ضددردي مورفين گرديد درحالي كه در 
گروه دريافت كننده سالين مكرر، مورفين بي دردي شديدي (100درصد) 
ايجاد كرد. n=6 ،*p<0/05 ،***p<0/001، و Pre-drug: زمان تاخير آزمون
تاخير  زمان   :Post-drug روز 6،  در  مورفين  تزريق  از  قبل   Tail Flick
آزمون Tail Flick پس از تزريق مورفين در روز Mor ،6: مورفين، نتايج 

به صورت ميانگين ± خطاي استاندارد نشان داده شده است.

نتايج آزمايش 
(Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP)

واكنش   در  شده   تكثير  قطعات   اندازه   اينكه  وجود  با 

قربي و همكاران 
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پرايمرهاي  موقعيت  اساس  (بر  نظر  مورد  اندازه   با  برابر    PCR
منظور  به   بود،   2 بتا  و   1 بتا  اينتگرين هاي  براي   شده )  طراحي 
روش از   ،PCR واكنش   در  شده   تكثير  قطعه   صحت   از  اطمينان  

RFLP استفاده شد. در اين روش آنزيم هاي محدود كننده (برش دهنده) 
ترادف خاصي از رشته DNA را شناسايي كرده و آن را برش مي دهد. 
در اين مطالعه هضم آنزيمي بر محصولات تكثير شده نشان داد كه آنزيم 
Bgl II محصول تكثير شده از cDNA مربوط به اينتگرين بتا 1 را - كه 
572 جفت باز داشت - مطابق انتظار به دو قطعه به طول هاي 345 و 227 
به  مربوط   cDNA از  شده  تكثير  محصول   BamHI آنزيم  و  باز  جفت 
اينتگرين بتا 2 - كه 522 جفت باز داشت - مطابق انتظار به دو قطعه به 
واكنش  صحت  بدين وسيله  و  شكست  باز  جفت  و 187  طول هاي 335 
PCR تاييد گرديد (شكل  1). صحت توالي قطعه تكثير شده براي ژن 

بتااكتين در مطالعات قبلي گزارش شده است (13).

_ 522 bp 

_ 335 bp 

_ 187 bp 

345 bp 227 bp 572 bp 

600 bp 
500 bp 

400 bp 
300 bp 

200 bp 
100 bp 

 cDNA به  مربوط   PCR محصول   هضم   الكتروفورزي   طرح    :1 شكل 
اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 روي  ژل  آگارز 1 درصد. قطعه  تكثيري  براي 
 BamHI و براي اينتگرين بتا 2 با آنزيم BglII  اينتگرين بتا 1 با آنزيم 
هضم شد. هضم با آنزيم Bgl II محصول تكثير شده از cDNA مربوط 
به اينتگرين بتا 1 دو قطعه به طول هاي 345 و 227 جفت باز و هضم با 
آنزيم BamHI محصول تكثير شده براي cDNA  مربوط به اينتگرين بتا 
2 دو قطعه به طول هاي 335 و 187 نشان  داد كه مطابق انتظار بودند. اين  
مي باشد.   PCR با  شده   تكثير  قطعه   صحيح   هويت   بر  تاييدي  نتيجه  
ITB1: اينتگرين بتا ITB2 ،1: اينتگرين بتا RLFP ،2: محصول واكنش 

.(RFLP) هضم آنزيمي

mRNA  اينتگرين هاي  ميزان  بر  مورفين  مكرر  تجويز  اثر 
بتا 1 و بتا 2 

در  نظر  مورد  ژن هاي  بيان  مورفين،  مكرر  مصرف  روز  دنبال 5  به 
داخل  مورفين  مكرر  مصرف  گرفت.  قرار  بررسي  مورد  ششم  روز 
 mRNA ميزان  روز  پنج  مدت  به  ميكروگرم/موش)   15) نخاعي 
به  ششم)  تزريق (روز  آخرين  از  پس  ساعت  در 16  را  بتا 1  اينتگرين 
ميزان 77 (p1<0/05) درصد و ميزان mRNA اينتگرين بتا 2 را به ميزان 

57 (p< 0/01) درصد افزايش داد (نمودار 2).

بررسي اثر كاتيون منگنز بر ايجاد تحمل به اثر ضددردي مورفين
اين آزمايش به منظور بررسي علت تغيير در بيان ژن اينتگرين ها انجام 
شد تا مشخص شود اين افزايش نتيجه اثر مستقيم مورفين يا فيدبك ناشي 
از مهار اينتگرين ها توسط مورفين مي باشد. در موش هاي صحرايي كه به 
مدت پنج روز مورفين داخل نخاعي با دوز 15 ميكروگرم/موش دريافت 
كرده بودند، در روز ششم تحمل معني داري نسبت به مورفين با دوز مشابه 
ديده شد (p<0/001). در گروهي از حيوانات كه كاتيون منگنز را به صورت 
داخل نخاعي به مدت پنج روز، هر روز قبل از مورفين دريافت نمودند، تزريق 
مورفين با دوز قبلي در روز ششم بي دردي شديدتري نسبت به گروه دريافت 
كننده موورفين مكرر ايجاد كرد (p<0/001). در گروه هايي كه فقط سالين 

(10 ميكروليتر/موش) و يا كاتيون منگنز (20 نانومول/موش) را به مدت پنج 
روز دريافت كردند، در روز ششم در پاسخ به دوز مشابه مورفين بي دردي 

تقريبا كاملي (در هر دو مورد MPE > 92%) ايجاد شد (نمودار 3).
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نمودار 2: ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 در بخش خلفي نخاع 
كمري به دنبال تجويز مكرر مورفين. تاثير پنج روزه تزريق داخل نخاعي 
سالين و مورفين، بر ميزان بيان ژن هاي  اينتگرين بتا 1 و بتا 2 در بخش 
خلفي نخاع كمري موش صحرايي در شكل ديده مي شود. مورفين نسبت به 
گروه سالين باعث افزايش قابل توجه در ميزان بيان ژن هاي  اينتگرين بتا 
1 (A) و بتا 2 (B) شده است. ITB1: اينتگرين بتا ITB2 ،1: اينتگرين بتا 2، 
Mor: مورفين، p< 0/01** و p<0/05*  نسبت به گروه سالين، n=6، نتايج به 

صورت ميانگين ± خطاي استاندارد نشان داده شده است.
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نمودار 3: اثر مصرف مكرر كاتيون منگنز بر تكوين تحمل به اثر ضددردي 
 15 دوز  با  نخاعي  داخل  روز  پنج  مدت  به  مورفين  مكرر  مصرف  مورفين. 
ميكروگرم/موش به مدت پنج روز باعث كاهش ميزان بي دردي ناشي از همان 
دوز مورفين در روز ششم گرديد، در صورتي كه در گروه هايي كه فقط سالين 
با حجم 10 ميكروليتر، كاتيون منگنز با دوز (20 نانومول/موش) يا تزريق توام 
كاتيون منگنز + مورفين به مدت پنج روز گرفتند، در روز ششم همين دوز 
مورفين بي دردي قابل ملاحظه اي ايجاد كرد. p<0/001*** در مقايسه با گروه 
سالين، p>0/001+++ در مقايسه با گروه Mor، نتايج به صورت ميانگين ± 

خطاي استاندارد نشان داده شده است، Mn: كاتيون منگنز، Mor: مورفين.
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اثر تجويز مكرر منگنز بر ميزان mRNA  اينتگرين هاي بتا 
1 و بتا 2

همان طور كه نشان داده شد، مصرف مكرر مورفين داخل نخاعي (15 
و   1 بتا  اينتگرين   mRNA ميزان  روز  پنج  مدت  به  ميكروگرم/موش) 
ميزان mRNA اينتگرين بتا 2 را افزايش داد. در اين مرحله از تحقيق 
و  تنهايي  به  نانومول/موش،  دوز 20  با  منگنز  كاتيون  مكرر  تجويز  اثر 
يا همراه مورفين بررسي شد. به دنبال تجويز هم زمان كاتيون منگنز و 
ژن هاي   بيان  ميزان  در  معني داري  تغيير  سالين  گروه  به  نسبت  مورفين 
موجب  نيز  تنهايي  به  منگنز  كاتيون  نشد.  ديده   2 بتا  و   1 بتا  اينتگرين 
نگرديد   2 بتا  اينتگرين  و   1 بتا  اينتگرين   mRNA بيان  معني دار  تغيير 

(نمودار 4).
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خلفي  بخش  در   2 بتا  و   1 بتا  اينتگرين هاي    mRNA ميزان   :4 نمودار 
تزريق  روز  پنج  تاثير  منگنز.  كاتيون  مكرر  تجويز  دنبال  به  كمري  نخاع 
كاتيون  هم زمان  تزريق  همچنين  و  منگنز  كاتيون  مورفين،  نخاعي  داخل 
منگنز + مورفين بر ميزان بيان ژن هاي  اينتگرين بتا 1 و بتا 2 دربخش 
خلفي نخاع كمري موش صحرايي در شكل ديده مي شود. تجويز هم زمان 
معني دار  تغيير  باعث  سالين  گروه  به  نسبت  مورفين  و  منگنز  كاتيون 
ميزان بيان ژن هاي  اينتگرين بتا 1 (A) و بتا 2 (B) نشده است. كاتيون 
اينتگرين  و   (A)  1 بتا  اينتگرين   mRNA در  تغييري  تنهايي  به  منگنز 
،n=6 ,سالين گروه  به  نسبت   *p<0/05 ،**p<0/01 .نكرد ايجاد   (B)  2 بتا 
 :Mor ،كاتيون منگنز :Mn ،2 اينتگرين بتا :ITB=2 ،1 اينتگرين بتا :ITB=1
شده  داده  نشان  استاندارد  خطاي   ± ميانگين  صورت  به  نتايج  مورفين، 

است. 

بحث
در اين مطالعه براي القاي تحمل به اثر ضددردي مورفين از تزريق 
داخل نخاعي آن به ميزان 15 ميكروگرم/موش  دو بار در روز به مدت 
پنج روز (8 صبح و 6 عصر) استفاده شد. نتايج به دست آمده حاكي 
در  حيوانات  از  گروه  اين  در  مورفين  ضددرد  اثر  معني دار  كاهش  از 

روز ششم بود و نشان داد كه مصرف مكرر مورفين با الگوي مذكور 
قادر است نسبت به اثر ضددردي همان دوز مورفين تحمل ايجاد نمايد 

(نمودار 1).
تحقيق حاضر نشان داد مورفين مي تواند موجب افزايش در ميزان 
mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 در بخش خلفي نخاع كمري شود 
(نمودار 2). تزريق كاتيون منگنز به صورت داخل نخاعي مانع از ايجاد 
تحمل به مورفين در بخش خلفي نخاع كمري مي شود (نمودار 3) و  در 
نهايت در حضور منگنز تنها و منگنز همراه مورفين تغيير بارزي در بيان 
گروه هايي  در  براين،  علاوه  نمي شود (نمودار 4).  ديده  مذكور  ژنهاي 
با  مورفين  بودند،  كرده  دريافت  مذكور  الگوي  با  كاتيون منگنز را  كه 
دوز 15 ميكروگرم/موش در روز ششم باعث ايجاد بي دردي بارزي شد 
كه نشان مي دهد تجويز مكرر كاتيون منگنز در الگوي مورد استفاده در 
اين مطالعه باعث ايجاد تحمل متقابل به اثر ضددردي مورفين نمي گردد 

(نمودار 2). 
انجام واكنش هاي RFLP بر محصولات تكثير شده براي ژن هاي 
برابر  حاصل  قطعات  طول  كه  داد  نشان   2 بتا  و   1 بتا  اينتگرين هاي 
طول هاي مورد انتظار بود و بدين ترتيب صحت توالي هاي تكثير شده 
تاييد گرديد. استفاده از واكنش هضم آنزيمي يا RFLP براي تشخيص 

قطعات تكثير شده تاييدي محكم است (23).
در مجموع، نتايج مربوط به بهينه سازي كميت هاي PCR نشان داد 
كه انجام PCR با 30 سيكل، ميزان cDNA ورودي 3 ميكروليتر و دماي 
توسط  اولا   كه  است  حدي  در  سانتي گراد،  درجه   57 پرايمر  اتصال 
رنگ آميزي با اتيديوم برومايد قابل رويت زير نور UV مي باشد و ثانيا با 
اين ميزان تكثير به حد اشباع نمي رسد. پارامترهاي مربوط به عكس برداري 
عكس هر  براي  دوربين  از  نور  اكتساب  مدت  و  ديافراگم  اندازه  مانند 

(Acquisition Time) نيز همواره براي تمام نمونه ها ثابت بود.
صورت  (به  مورفين  كه  است  شده  گزارش  نيز  قبلي  درمطالعات 
 .(24) مي شود   αM اينتگرين   mRNA افزايش موجب  نخاعي)  داخل 
افزايش ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 مي تواند دو علت داشته 
باشد: افزايش مستقيم بيان توسط مورفين (يعني اين احتمال وجود دارد 
 mRNAكه تكوين تحمل به اثر ضددردي مورفين موجب افزايش ميزان
اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 شود) و يا اينكه فيدبك ناشي از مهار اينتگرين 

توسط مورفين مكرر، علت افزايش mRNA اين اينتگرين ها باشد.
در  كه  شد  طراحي  آزمايشي  شده  مطرح  علت   دو  آزمودن  براي 
آن هم زمان با تجويز مورفين، اينتگرين ها نيز فعال شوند. بدين منظور، در 
گروهي از حيوانات، توام با مورفين، كاتيون منگنز نيز به صورت داخل 
آزمايش  اين  نتايج  شد.  تجويز  اينتگرين ها)  كردن  فعال  (براي  نخاعي 
نشان داد كه كاتيون منگنز موجب مهار تحمل به اثر ضددردي مورفين 
مي شود. بر اساس مطالعات قبلي، ايجاد تحمل به اثر ضددردي اپيوييدها 
با چندين فرآيند سلولي همراه است كه از جمله آنها مي توان به افزايش 
NO ،PKC و CaMKII اشاره كرد. شواهدي وجود دارد كه هر سه اين 
مولكول ها به گونه اي اثرات مهار كننده بر فعال شدن اينتگرين ها دارند 
(11-7). بنابراين شايد بتوان پيشنهاد كرد كه كاتيون منگنز با فعال كردن 
اينتگرين ها و مخالفت با اثرات مهار كننده اي اپيوييدها بر اينتگرين ها، 
مي تواند تا حدودي از اثرات ناخواسته اپيوييدها از قبيل تحمل جلوگيري 
اينتگرين هاي   mRNAافزايش ميزان كند. در نتيجه به نظر مي رسد كه 
مورفين  توسط  اينتگرين ها  مهار  از  ناشي  فيدبك  دليل  به   2 بتا  و   1 بتا 

مكرر مي باشد. 
مي شود   3 آلفا  اينتگرين  ژن  بيان  افزايش  موجب  منگنز  كاتيون 
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آستروسيت ها   در  ژن هاي  از  وسيعي  طيف  بيان  كاتيون  اين   .(25)
اپيدرمال رشد  فاكتور   ،3α ،CD48 اينتگرين  بيان  جمله  از  كه  است 

(Epidermal Growth Factor; EGF)، پروتيين مهاري كيناز وابسته 
به كلسيم-كالمودلين و تنظيم كننده G پروتيين ها را افزايش مي دهد. 
حذف سوپراكسيد به وسيله Superoxide Dismutase (SOD) (كه 
عملكرد طبيعي آن وابسته به كاتيون منگنز است) پردردي وساطت شده 
با N-methyl D-aspartate (NMDA) را از بين مي برد (26). كاتيون 
منگنز فعال كننده موثر اينتگرين ها است (32-27) و از ميان كاتيون هاي 

دو ظرفيتي بيشترين اثر را بر فعال شدن اينتگرين ها دارد (27). 
و  شده  متصل  اينتگرين ها  سلولي  خارج  دامنه  با  منگنز  كاتيون 
اينتگرين   α زيرواحد   .(33-35  ،29) مي شود  آن  شدن  فعال  موجب 
طور  به  مي تواند  كه  است  فلزي  يون  به  شونده  اتصال  ناحيه  داراي 
سلولي خارج  ماتريكس  مولكول هاي  به  را  اينتگرين  اتصال  بارزي 

 .(36) دهد  قرار  تاثير  تحت   (Extracellular Matrix; ECM)
اينتگرين   β1 وسيله  به  كه  مي شود  نوروني  رشد  موجب  منگنز  كاتيون 
نوروني  رشد  اين  در  بارزي  نقش  اينتگرين ها   αوv و  مي شود  وساطت 
گيرنده  اتصال  تنظيم  وسيله  به  منگنز  كاتيون  همچنين   .(33) دارند 
در  را  مهمي  نقش  سلولي،  خارج  ماتريكس  پروتيين هاي  به  اينتگرين 
كردن  فعال  با  منگنز  كاتيون  مي رسد  نظر  به   .(37) دارد  سلولي  تمايز 
و  سيناپس ها  در  غشايي  اتصالات  قدرت  افزايش  موجب  اينتگرين ها 
وكانال هاي  اپيوييدي  گيرنده هاي  مانند  غشايي  گيرنده هاي  تمركز 
افزايش  را  سيناپس  كارآيي  بدين وسيله  و  مي شود  سيناپس ها  در  يوني 
مي دهند و از طرفي با تنظيم الگوي پراكندگي گيرنده هاي اپيوييدي و 
را  گيرنده ها  اين  كارآيي  مي توانند  سيناپس ها،  در  آنها  كردن  متمركز 

در سيناپس ها افزايش دهند.
بيان  و  فعاليت  تداخل  چگونگي  تا  است  لازم  بيشتري  مطالعات 
مانند  تحمل  مولكولي  سلولي  مكانيزم هاي  با  اينتگرين ها  يافته  افزايش 
افزايش سطوح cAMP (38، 39)، افزايش فعاليت PKC و گيرنده هاي 
NMDA (39)، تغيير در بيان پروتيين هاي G (40)، تغيير متابوليسم كته 

 (42  ،41) كلسيمي  كانال هاي  عملكرد  تغيير  و   (16  ،15) كولامين ها 
مشخص شود.

در اين مطالعه، ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 در بخش 
خلفي لومبار نخاع به دنبال تجويز مكرر كاتيون منگنز و تجويز توام آنها 
با مورفين بررسي شد و نتايج نشان داد در حالي كه مورفين باعث افزايش 
ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 مي شود، كاتيون منگنز كه خود 
با  توام  مصرف  در  و  تنهايي  به  است  داده  نشان  تحمل  روي  مهاري  اثر 
مورفين بر ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 اثر معني داري ندارد. 
به عبارت ديگر منگنز با فعال نگهداشتن اينتگرين ها در حضور مورفين 
مورفين  توسط  اينتگرين  مهار  از  ناشي  فيدبك  از  تحمل  مهار  بر  علاوه 
ممانعت و از افزايش بيان آن جلوگيري مي كند. به نظر مي رسد علاوه 
بر مكانيزم هاي پيش سيناپسي و پس سيناپسي، ماتريكس خارج سلولي نيز 

مي تواند در ايجاد پلاستيسيتي سيناپسي نقش مهمي داشته باشد.

نتيجه گيرى
 مطالعه حاضر در مجموع نشان داد مورفين مي تواند موجب تغييراتي 
در ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 شود. مورفين مكرر موجب 
افزايش ميزان mRNA اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 در بخش خلفي نخاع 
به  اينتگرين ها  كردن  فعال  كه  داد  نشان  نتايج  همچنين  مي شود.  لومبار 
وسيله تجويز موضعي كاتيون منگنز موجب مهار تحمل به اثر ضددردي 
ممانعت  مورفين  توسط  اينتگرين ها  ژن  بيان  تغيير  از  و  مي شود  مورفين 
 mRNA ميزان  افزايش  كه  كرد  پيشنهاد  مي توان  نتيجه  در  مي كند. 
اينتگرين هاي بتا 1 و بتا 2 به دنبال مصرف مكرر مورفين ناشي از فيدبك 

حاصل از مهار اينتگرين ها در اين شرايط مي باشد. 

تقدير و تشكر
فناوري  و  پژوهش  محترم  معاونت  توسط  پژوهش  اين  هزينه هاي 
دانشگاه تربيت مدرس تامين شده است كه بدين وسيله از تمامي پرسنل 

محترم آن قدرداني مي شود.
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