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Abstract: 
 
Background: Interleukin (IL-6) is known to cause pro- and anti-inflammatory effects during 
different stages of inflammation. The purpose of this study was to elucidate the effects of IL-
6 on hyperalgesia, edema and the changes in the spinal mu opioid receptor expression during 
different stages of complete Freund’s adjuvant (CFA)-induced arthritis (AA) in rats.  
Materials and Methods: In this study, AA was induced by a single subcutaneous injection 
of CFA into rats’ hindpaw. The rats with arthritis were divided into four groups, each 
consisted of three subgroups (n= 6). Anti-IL-6 was administered either daily or weekly 
during the 21-day study period. Spinal mu-opioid receptor (mOR) expression was detected 
by Western blotting. 
Results: Daily treatment with an anti-IL-6 antibody significantly decreased the paw edema 
in the AA group compared to the control one (P=0.001), but daily and weekly anti-IL-6 
administrations significantly increased the hyperalgesia in the antibody-treated group on the 
14th and 21st days post-treatment (P=0.001, P=0.01, respectively). The administration of IL-
6 antibody not only increased hyperalgesia in a time-dependent manner, but also caused a 
significant reduction in the spinal mOR expression on the 14th and 21st days post-CFA 
injection (P=0.01, P=0.001, respectively).  
Conclusion: Results can indicate the importance of a time-dependent relationship between 
the serum IL-6 level and hyperalgesia during the AA. Moreover, the results suggest that the 
stages of inflammation in AA must be considered for anti-hyperalgesic and anti-
inflammatory interventions via anti-IL-6 antibody treatment. 
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 Muهاي اوپيوئيدي روي هايپرآلژزي و بيان گيرنده  بر6-اينترلوكينتاثير سطوح سرمي 
  ادجوانت كامل فروندي وسيلههنخاعي در طي التهاب مزمن ايجاد شده ب

  
الهه تكيه
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، هما مناهجي
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الناز زينال زاده ،

2  

 
  مقدمه

 Complete Freund’s Adjuvantتزريق كف پايي 

(CFA) ريت رتباعث ايجاد آ)AA ( ميييهاي صحراموشدر -

در انسان ) AA(ريت روماتوئيد رتكه شباهت بسياري به آشود 
اي طور گستردهريتي بهرتعنوان يك مدل مونوآاين مدل به .]1[ دارد

علائم و  التهاب. گرددمولكولي استفاده ميدر تحقيقات دارويي و 
-هاي التهابي شامل كمونجيايش سريع ترشح مياي افز نتيجهآن

 & IL-1  (6 و 1هاي هايي مانند اينترلوكينها و سايتوكاينكاين

IL- 6 (تومور دهنده نكروز و فاكتور α) TNF( 2،3[ است[. 
ها و هاي التهابي با مداخله در رونويسي ژن، سنتز پروتئينميانجي
ايت ها و تغيير سرعت هدهاي درد، ازدياد حساسيت گيرندهگيرنده

  .كنندمربوطه، در ايجاد درد مداخله مي فيبرهاي عصبي
  

 مركز تحقيقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشكي  گروه فيزيولوژي،استاديار، 1
  شهيد بهشتي

  گروه داروسازي،  شعبه بين الملل دانشگاه علوم پژشكي شهيد بهشتي دانشجو، 2

  :ولئنشاني نويسنده مس *
   دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيمركز تحقيقات علوم اعصاب،   گروه فيزيولوژي،تهران،
   021 22439971 :دورنويس                                  021  22439971:تلفن

  jzaringhalam@yahoo.com :پست الكترونيك

  4/12/90 :تاريخ پذيرش نهايي                                  27/6/90 :تاريخ دريافت

 مزمن نشان ها را در دردهاي سايتوكاينعات بسياري اهميتمطال
كه تزريق  است  در مطالعات قبلي نشان داده شده .]4،5[اند داده

 باعث افزايش ترشح ييهاي صحراموش در CFAموضعي 
 TNFα و IL-1,IL-6هايي مثل سيستميك و موضعي سايتوكاين

 است كه در لفهاي مختي با توانايي سايتوكاينIL-6. ]3[ شودمي
ها B-cell و T-cellعنوان يك فاكتور تمايز يافته از ابتدا به

هاي هاي مختلفي را در سيستم فعاليتوشناخته شده است 
 منجر سنتز و ترشح IL-6عدم تنظيم بيان  .كندبيولوژيكي ايفا مي
در نهايت منجر به درد شود كه هاي التهاب ميتعدادي از ميانچي

-سلولبرروي   IL-6 متعدد تحريكيات اثراتوجه بهب .]6[ شوندمي

هاي اندوتليال رگي اين اعتقاد وجود هاي سيستم ايمني و سلول
 كه  التهابدر پيشرفت مهمي را نقش پاتوژنيك IL-6دارد كه 

 مطالعه قبلي ما .]7[ كند ايفا ميشود،منجر به هايپرآلژزي و ادم مي
 7 تا روز CFAي وسيلهه بنيز نشان داد كه هايپرآلژزي ايجاد شده

كند كه با افزايش مدياتورهاي التهابي بعد از تزريق ادامه پيدا مي
هاي ايمني در گري پاسخميانجي .]8[ ط استرتب مIL-6ويژه هب

 در  محققين درد و التهاب يكي از موضوعات مورد علاقهالقاء
 دركه اند نشان دادهگذشته مطالعات  .هاي اخير بوده استسال

-ايفا مي رايك نقش مركزي  IL-6م التهابي يبروز بسياري از علا

  :خلاصه
  برIL-6هدف از اين مطالعه بررسي اثرات . كننده و ضد التهاب استراي خصوصيات دوگانه القاءدا ي سايتوكاينIL-6 :سابقه و هدف

 CFAناشي از تزريق ) AA( هاي اوپيوئيدي مو نخاعي در طي مراحل مختلف آرتريت مزمنادم و تغييرات بيان گيرنده روند هايپرآلژزي،
)Complete Freund’s Adjuvant( باشدي مييهاي صحراموش، در. 

 ه و ايجاد شدييهاي صحراموشدر  CFAبار تزريق كف پايي ي يكوسيلههآرتريت ب  بنيادي،- اين مطالعه كاربرديدر :هامواد و روش
.  روز مطالعه تزريق شد21دو صورت روزانه و هفتگي در طي  بهIL-6آنتي . ، تقسيم شدند تائي6هر گروه به سه زيرگروه و  گروه، 4به 

  .وسترن بلاتينگ تعيين شدتكنيك ي وسيلههنخاعي ب) mOR(هاي اوپيوئيدي مو  گيرندهميزان بيان
  شدAAدر مقايسه با گروه كنترل  AAطور مشخصي باعث كاهش ادم پا در گروه  به anti-IL-6بادي تيمار روزانه با آنتي:نتايج

)001/0P=(، كه تزريق روزانه و هفتگيدرحاليanti-IL-6 14 در روزهاي ،بادي تيمار شده بودندا در گروهايي كه با آنتي هايپرآلژزي ر 
صورت وابسته به زمان باعث افزايش هايپرآلژزي و  بهIL-6بادي آنتي). =001/0P= ،01/0Pترتيب، به (طور مشخصي افزايش داد به21و 

  .  شدCFA بعد از تزريق 21 و 14وزهاي  در رIL-6در طي تيمار با آنتي  )=01/0P= ،001/0Pترتيب، به( mORكاهش مشخص بيان 

نشان داده و نتايج آن را  آرتريت مزمن طي  و هايپرآلژزي-6IL اين مطالعه اهميت ارتباط وابسته به زمان بين سطوح سرمي :گيرينتيجه
بيماري التهابي آرتريت  توجه به مرحله anti-IL-6هاي ضد التهابي با داروهاي ضد سايتوكايني مانند كند كه طي درمانپيشنهاد مي
  . بسيار مهم استروماتوييد

  ادجوانت كامل فروند، هايپرآلژزي، التهاب، 6- اينترلوكين:يديلواژگان ك
   196-204 ، صفحات1391مرداد و شهريور، 3 پژوهشي فيض، دوره شانزدهم، شماره –نامه علميدو ماه                                                      
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 تكيه و همكاران
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هاي  جديد براي درمان التهابي روشآن مهار كهطوريهب ؛كند
اند بعضي مطالعات ثابت كردهچنين هم. ]9[ رودشمار ميمزمن به

 در )IL-6( سايتوكاين اينبا روماتوئيد ريت رتم التهابي آيعلااز 
آن  ي مهاروسيلههبريت روماتوئيد را رتن آتواميو  بودهباط رتا

كننده  تقويتاثرات  برخي مطالعات ديگرسوي از  .]9[د كردرمان 
اي اهميت ويژه كه را نشان داده است IL-6التهاب و ضد التهابي 

برخي . داردهاي التهابي با اين سايتوكاين درمان بيماري در
ز طريق فعال ا چنينهمIL-6 مطالعات حاكي از اين هست كه 

هاي دردي در مدل باعث ايجاد بيكردن سيستم اوپيوئيدي دروني
 عنوان يك پاسخ بهحالت نيز البته اين  كه،شودحيواني التهاب مي

. ]10[ شود التهاب محيطي محسوب ميتعديلي اندوژن در روند
 سه هفته هايپرآلژزي در  روزه21مطالعات قبلي ما حاكي از تداوم 

كه ه شد نشان دادمطالعه در آن  .باشدمي CFA بعد از تزريق
 دهدهايپرآلژزي پاي درگير از هفته دوم به بعد كاهش نشان مي

دها در كاهش درد طي  ادامه با توجه به نقش مهم اپيوئيدر. ]11[
هاي بيشتر بررسي ،التهاب در شرايط مختلف باليني و آزمايشگاهي

ي مو نخاع طي التهاب بود هاي اپيوييدحاكي از افزايش بيان گيرنده
 اثرات ضد دردي اوپيوئيدهاي توانست توجيه مناسبي بركه مي
هايي كه داراي  موشبيان شده است .]8[باشد  طي التهاب ريزدرون

هاي  دچار كاهش پاسخ،هستند IL-6  سايتوكايناختلال در بيان
هاي كاهش تراكم گيرندهو ) mORآگونيست (دردي به مورفين بي

Muماده خاكستري  در midbrain با بنابراين. ]12[ شوندمي 
 و تاثير آن بردر طي التهاب  IL-6 عمده  و دوگانهتوجه به نقش

هاي اوپيويئيدي ويژه گيرندههب، بط با دردرتهاي مروي بيان گيرنده
mu هاي التهابي ها براي درمان بيماريسايتوكاينو استفاده از آنتي

 روشن شدن بيشتر اثرات منظوربهمطالعه در تحقيقات اخير، اين 
IL-6مزمن ريت رت در هايپرآلژزي و ادم در طي مراحل مختلف آ

 IL-6 و بررسي اثرات درمان با آنتي CFAوسيله هايجاد شده ب
  .گرديدطراحي   نخاعي mORبرروي بيان 

  
  هامواد و روش

  :حيوانات آزمايشگاهي
ويستار  ژادن  نرييموش صحرا سر 72در اين آزمايش از 

  اصلي گروه4 كه به گرم استفاده شد 200-180با ميانگين وزني 
-Anti ILگروه: CFA+PBS ،3گروه  :CFA ،2گروه : 1(

6+CFA  )تزريق روزانه( ،گروه: 4 CFA Anti IL-6+ ) تزريق
شامل ( زير گروه 3به نوبه خود بههر گروه . تقسيم شدند، )هفتگي

 سر موش 6 زير گروهبراي هر  و تقسيم شده) 21 و 14، 0روزهاي 
پروپيلن در شرايط هاي پليدر قفسحيوانات . در نظر گرفته شد

 و  درصد70-60رطوبت ، گراد درجه سانتي22±2(استاندارد 
نگهداري )  ساعت تاريكي12 ساعت روشنايي و 12سيكل زماني 

. غذا و آب كافي هم در اختيار همه حيوانات قرار گرفت. شدند
ه از حيوانات آزمايشگاهي براساس قوانين كميته روش استفاد

 درد در حيوانات  كار با حيوانات آزمايشگاهي بوده و ايجادخلاقا
  گرفترتصو Zimmerman طبق استانداردهايآزمايشگاهي نيز 

]13.[  
  

 :CFAايجاد التهاب ناشي از 

 µl 100 (CFA(ي تزريق زير جلدي وسيلههالتهاب ب
حل شده در روغن ) ضعيف شدهت زيسمايكوباكتريم توبركلو(

 10با دوز ) Sigma, St Louis, MO, USA( معدني استريل

mg/ml كف پاي راست حيوانات در روز صفر ايجاد شدبه . 
 دريافت) µl 100( روغن معدني استريل فقطهاي كنترل موش
طرفه در يك ادم ، به كف پاCFAروز اول بعد از تزريق . كردند

 بعد از تزريق نيز  روز21طي گردد و اين شرايط  ايجاد ميهمان پا
ذكر است كه طبق مطالعات قبلي انجام  لازم به.كندادامه پيدا مي

شده در اين آزمايشگاه و ديگران هفته اول بيماري را فاز التهابي 
و هفته دوم و سوم را تحت عنوان فاز مزمن ) يتي حادرترآ(
  .]1-3[ گيرندريتي در نظر ميرتآ
  

  :ادم پاسنجش 
، حجم هر پا قبل CFAبراي تاييد سنجش تزريق صحيح 

. هاي متفاوت مورد سنجش قرار گرفتتزريق در طي زمان و بعد از
جايي يك محلول الكتروليتي در ي جابهوسيلههسنجش حجم پا ب

 ,model 7141; Ugo Basile; Comerio VA( پلتيسمومتر

Italy (درون ي صحرائيها موشطور خلاصه، پايبه. انجام شد 
 هي شفاف حاوي محلول الكتروليتي شفاف فرو برده شديك محفظه

ي يك وسيلههجا شده كه با حجم پا برابر است بو حجم مايع جابه
 براي هر پا گيري حجماندازه. گر ديجيتال نمايش داده شدنشان

وسيله همقدار ادم ب. و ميانگين آنها محاسبه شدشده دوبار انجام 
هاي مختلف محاسبه صفر و زمانتفاوت حجم پا بين روز سنجش 

رصد حجم نسبت به روز ي دوسيلههگيري شده بحجم اندازهو  شد
  . گرديدصفر گزارش 

  
  :يرتسنجش هايپرآلژزي حرا

) PWL: paw withdrawal latency(پس كشيدن پا 
 ,Ugo Basile(پايي هاي كفي تستوسيلهه برتدر اثر حرا

Verse, Italy (حيوانات. هاي كنترل و آزمايش انجام شددر گروه 
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دقيقه قبل از آزمايش  10-15مدت هاي پلكسي گلاس بهدر اتاقك
عقب كشيدن پا . قرار داده شدند تا به محيط آزمايش عادت كنند

موش ي تايمر ديجيتال كه به يك منبع حراوسيلههطور اتوماتيك ببه
روش بخش مياني كف  در اين . ثبت شد،ي متصل استصحرائي

قرار گرفته و زمان اي  مادون قرمز نقطهپاي حيوان در معرض اشعه
 بار براي هر پا در PWL 3. گردد كشيدن پا ثبت ميپستاخير در 

و مقدار ميانگين شده دقيقه سنجيده  5-10يك فاصله زماني 
 ثانيه 20در نظر گرفته شده در اين آزمايش  Cut off. محاسبه شد

  ميانگين از مقدار،پاي تزريق شده  محاسبه شده ميانگينرمقدا .بود
دست آمده ه و مقدار بگرديدمحاسبه شده مربوط به پاي ديگر كم 

هايپرآلژزي در پاي  دهنده منفي بودن نشانموش صحرائيدر صو
   .]3 [بودمورد نظر 
  

  :هاي خونيسرمي در نمونه  IL-6سنجش سطوح 
رواوربيتال گوشه موش صحرائينمونه خوني از عروق 

ي لوله مويين وسيلههب و ايزوفلورانبا بيهوش شده  حيوانات چشم 
ده و سرم گردي سانتريفيوژ اخذ شده،ي هانمونه. هپارينه تهيه شد

گيري نمونه در( گراد ذخيره شددرجه سانتي -70حاصل در دماي 
 تا 8در حدود گيري سعي بر آن بود كه نمونهها  گروهاز تمامي

ي كيت وسيلههب IL-6سطوح سرمي ).  دقيقه صبح انجام شود8:15
ELISA موش صحرائي استاندارد) Bender Med System, 

Uk( ي سنجش محدوده . براساس دستورالعمل كيت سنجيده شدو
  .  بودpg/ml 2/13حدود 

  
  : Anti Il-6 آنتي بادي تجويز

 منظوربه، AAدر ايجاد علائم  IL-6براي سنجش نقش 
 anti-IL-6بادي حيوانات با آنتي ،IL-6 سطوح سرمي كاهش

 R&Dهاي  سيستمتوسط IL-6بادي نتيآ. تيمار شدند
)Abcam/Uk (با تزريق  بادينتياين آ. تهيه شدE-coli  حاوي

  Abcam به بز از مسير نوتركيبي توسطييموش صحرا IL-6ژن 
 ديبا اين آنتي موثر فعاليت،بعضي مطالعات .تهيه گرديده بود

نظر به اين  ].14[ اند نشان دادهييموش صحرادر را  نوتركيب
 catalogue) كنندهكارخانه توليدطبق دستورعمل  و مطالعات

number ab9770) ،كنندهدوز خنثي) ND50 (بادي براي آنتي
anti-rat IL-6  0.1 غلظتتوام با ng/ml rat IL-6، 0.003-

0.005 μg/ml بادي آنتي. ته شدنظر گرف در ،در اين مطالعه
براي تزريق داخل صفاقي  PBSمحلول  در IL-6ي تخليص شده

اين محلول .  دريافت كردندPBS و گروه كنترل فقط هرقيق شد
  .گرديد دقيقه قبل از تزريق تهيه 30 تازه و رتصوبه

  :Western blotting ا تكنيك نخاعي بmORسنجش بيان 
 mORن بيان هاي رفتاري، براي سنجش ميزابعد از تست

 هايموش]. 15 [در نخاع از روش وسترن بلات استفاده شد
-و نخاع آنها بهشده  با استفاده از ايزوفلوران بيهوش صحرائي

 در بافرسپس  ،قرار گرفتسرعت خارج شده و در يخ گذاشته 
-50mM Tris ( كننده پروتئيناز مهارمخلوطاستخراج محتوي 

HCl, PH7.5,150 mM NaCl, 1 mM ethylenediamin-
etetraacetic acid (EDTA), 1% NP40, 0.5 % sodium 
dodecyl sulfate (SDS), 1 mM sodium orthovanadate, 
2.5 μg/ml aprotinin, 2 μg/ml leupetin, 2 μg/ml 

pepstatin A ( هموژنيزه شدند ثانيه 30 براي مدت 20000با دور                            
)(Brinkman Polytron Homogenizer .ها در سانترمونهن-

 10مدت گراد به درجه سانتي15در دماي  10000يفيوژ با دور 
 محلول رويي براي سنجش غلظت پروتئين .شدند دقيقه قرار داده

براي تركيب ) μg60(ها مقدار مساوي از پروتئين ].16 [جدا شد
 loading buffer) 4 % SDS,25 mM Tris–HClشدن با 

pH 6.8, 5 % glycerol,0.5 % 2-mercaptoethanol, 
0.005 % bromophenolblue  ( مدت ها بهنمونه .دگرديجدا

-در ژل پلي )μl 12 ( مقدار مساويو بهشده  دقيقه جوشانده 10

 و  Pager Gels10 % Tris-Glycine, Bio-Rad)(اكريل آميد 
 از هم جدا V 120 دقيقه با ولتاژ60 برايورز روش الكتروفبه

، در miniprotean II (Bio-Rad) با استفاده از هاپروتئين. شدند
 PVDF  كاغذر روياز روي ژل ب دقيقه 85مدت به V 100ولتاژ 

)Millipore, Bedford, MA (هاي غير سايت. منتقل شدند
 (فر بلاكينگ ي انكوباسيون با باوسيلههاختصاصي موجود بر كاغذ ب

 0.2% Aurora BlockingReagent; 1X Phosphate 
Buffered Saline:0.058 M Na2HPO4, 0.017 M 
NaH2PO4,0.068 M NaCl; 0.05 % Tween-20 from 

ICNBiomedicals, Costa Mesa, CA  (دقيقه در 90مدت به 
ساعت در دماي مدت يك درجه پوشانده شده و سپس به24دماي 

 Rabbit(بادي اوليه محلول در بافر بلاكينگ  آنتي درجه با24

polyclonalIgG for mOR (1:1000); Abcam/CA( ،
بادي نتيو سپس با آشده فر بلاكينگ شستشو داده با باه كاغذها دوبار

 محلول در )Anti-rabbit IgG (1:10000), abcam/CA(ثانويه 
 .ند درجه انكوبه شد24ساعت در دماي مدت يكبلاكينگ به

ها با فعاليت پروتئين.  بار با بافر بلاكينگ شسته شدند3كاغذها 
، )(ECL, Amersham لومينسانس سيستم ظهورگر كمياستفاده از

-stripping) 100 μM 2كاغذها با محلول . شخيص داده شدت

mercaptoethanol,2 % SDS, 62.5 mM Tris [pH 6.7])  (
-beta بادي اوليها آنتي درجه و ب50 دقيقه در دماي 30مدت به

actin (1:5000; Cell Signaling) عنوان يك نمونه كنترلبه 
 NIHمي نرم افزار سنجش تراكوسيلههتراكم باندها ب. انكوبه شدند
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Image(1.60),  نسبت تراكمرتصوسنجيده شد و به  mOR  به
                                                                                                                                                                       . بيان شدβ-actinتراكم 

  
  :طراحي مطالعه
AA ي تزريق زير پوستي وسيلههبCFA  در پاي چپ

هاي در گروه) تحت بيهوشي سطحي(حيوانات در روز صفر 
 بر IL-6براي تعيين ميزان تاثيرگذاري سطوح . آزمايش ايجاد شد

هاي  آزمايش، وابسته به زمان آنهاثراتن چگونگي اي ادم و تعي،درد
 PBS محلول درanti-IL-6 يك دوز خنثي .مختلفي انجام شد

(0.1 μg/ml)  و از روز اول بعد از تزريق شده تهيهCFAمدت  به
 روزانه و يا هفتگي ترتيبه دو داخل صفاقي برت صو روز به21

ش حجم پا ، سنجهاي مولكولي، رفتاريبررسي .]16،17[ تزريق شد
 و 14و  )CFAقبل از تزريق ( در روز صفر IL-6و سطح سرمي 

 .بادي انجام شد دقيقه قبل از تزريق آنتي30، )ريتيرتفاز آ (21
ر  دي وسترن بلاتينگوسيلهه بمو نخاعيهاي ميزان بيان گيرنده

-anti -ILه با ا همرAA  ،AAهاي  در گروه21 و 14، 0روزهاي 

) گروه شاهد (PBS همراه با AAو ) تزريق روزانه و يا هفتگي( 6
ها در گروه كنترل هم انجام اين بررسي. مورد سنجش قرار گرفت

متوكسي  با حيوانات ،در روزهاي تعيين شده در هر گروه. گرفت
، نخاع ده از گردن زدن كشته شدهبا استفا بيهوش شده وفلوران 

سپس در ابتدا در نيتروژن مايع گرديد و طور كامل خارج ها بهآن
  نخاعي بهmuهاي  فريز شدند تا ميزان بيان گيرنده-80دماي 

  .گيردروش وسترن بلات مورد سنجش قرار 
  

  :آناليزهاي آماري
انحراف از معيار استاندارد ±ميانگينرت صونتايج به

)SEM (و يا سه زمان آزمايشات وسترن بلات در د. رش شدندگزا
-unpaired tي آزمون وسيلهت و نتايج بهفمورد بررسي قرار گر

testي، ادم رتهايپرآلژزي حراگروهي هاي درونبررسي.  آناليز شد
براي طرفه و  يكANOVA با استفاده از IL-6و سطوح سرمي 

 در . شدستفادها post hoc Tukey’s  ازتر دقيقنيل به نتايج
  Unpaired t-testهاي بين گروهي نيز براي دقت بيشتر ازبررسي

 دردار در مطالعه معني وجود اختلاف معنيبه >05/0P .استفاده شد
 .نظر گرفته شد

  
  نتايج

  :AAتغييرات حجم پا در طي مراحل مختلف 
) پاي چپ(طرفه حجم پا زايش يكباعث اف CFAتزريق 

در  21حجم پا در روز . طالعه ادامه پيدا كرد م21 كه تا روز شد
تزريق روزانه و هفتگي  .)=001/0P (بيشتر بود صفر مقايسه با روز

در مقايسه با  باعث كاهش حجم پا AA در گروه IL-6بادي آنتي
 ذكر است كه لازم به،چنين هم.)=001/0P(  شد AAگروه كنترل 

-آنتي تجويز دنبال به21 و 14 كاهش ادم پا در روزهاي رغمعلي

تفاوت  و بيشتر بود كماكان از روز صفر حجم، IL-6بادي 
-anti-ILمشخصي در كاهش حجم پا بين تزريق روزانه و هفتگي 

 ،CFA+ vehicleگروه  و CFAبين حجم پا در گروه  نيز و 6
(PBS)  1  شمارهجدول( وجود نداشت.(   

  
 درصد تغييرات حجم پا در طي مراحل -1جدول شماره 

  هاي مورد مطالعه در گروهAAمختلف 
  روزهاي مطالعه  

  0  14  21  
CFA 2/1±0  *** 4/1±74   ***1/1±87  

CFA+PBS  1/1±0  *** 5/1±75   ***1±89  
CFA+anti-
IL-6(W):  

2±0  ### 6/2±37  ### 1/2±5/36  

- گروه

هاي 
  مطالعه

anti-IL-
6(D):  

1/2±0  ### 5/2±35  ### 3/2±1/34  
 بعد از 21 روز جاد ادم در پاي تزريق شده گرديد كه تا موجب ايCFAتزريق 

.  باعث كاهش حجم پا شدAnti-IL-6درمان با آنتي بادي تزريق ادامه داشت و 
افزايش : ***=001/0P .اندداده شدهنشان±SEM  ميانگينرتصوها بهداده
ز روزهاي مختلف مطالعه در مقايسه با رودار حجم پا تزريق شده را در طي معني
تيمار شده با  هاي موش صحرائيمقايسه تفاوت حجم پا بين : ### =001/0P .صفر

CFA و گروه تيمار شده با CFA+anti–IL-6.  
  

  : AAي در طي مراحل مختلف رتتغييرات هايپرآلژزي حرا
ي ايجاد شده در پاي چپ در طي رتهايپرآلژزي حرا

 AA در گروه PWLجش سن.  بودمتفاوت AAمراحل مختلف 
داري در طور معنيبه CFA، بعد از تزريق  داد كه هايپرآلژزينشان
 در و ) =01/0P= ،05/0P (صفر در مقايسه با روز 21 و 14روز 
). =001/0P( داشته است كاهش 14 نيز در مقايسه با روز 21روز 
داري را در بادي افزايش معنيهاي آزمايشي تيمار شده با آنتيگروه

 AA در مقايسه با گروه كنترل 21 و 14هايپرآلژزي در روزهاي 
داري در تفاوت معني ).=001/0P=، 01/0P (نشان دادند
 تيمار روزانه و هفتگي طي هاي مورد مطالعه گروههايپرآلژزي

چنين تفاوت مشخصي در هم. وجود نداشت anti-IL-6بادي آنتي
 و گروه CFAبين گروه  AAهايپرآلژزي در طي فازهاي مختلف 

CFA+vehicle،  2  شماره جدول(وجود نداشت.(  
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 AAي در طي مراحل مختلف رت تغييرات هايپرآلژزي حرا-2جدول شماره 
  هاي مورد مطالعهدر گروه

  روزهاي مطالعه  
  0  14  21  

CFA 1/0±7/0  ** 3/0±4/2-   *4/0±8/0-  
CFA+PBS  1/0±2/0  ** 2/0±6/2-   *3/0±9/0-  
CFA+anti-
IL-6(W):  

1/0±1/1   ###++ 
4/0±6/3-  

 ### +++
1/0±4/4-  

-گروه

هاي 
  مطالعه

anti-IL-
6(D): 

2/0±4/0   ###++ 
3/0±4-  

 ### +++
2/0±8/4-  

 بعد از 21 و 14 در روزهاي CFAهاي تيمار شده با ييموش صحراهايپرآلژزي در 
 ± ميانگينرتصوها بهداده. تزريق نسبت به روزهاي نخست مطالعه كاهش نشان داد

SEM05/0. اندده شده نشان دا*P= ،01/0P=** : مقايسه تغييرات هايپرآلژزي بين
تفاوت بين  +++=01/0P=++. 001/0P .روز صفر و روزهاي ديگر مطالعه

  . در زمان متناسبCFA+anti –IL-6 و گروه CFAهايپرآلژزي در گروه 
  

  :AAدر طي مراحل مختلف  IL-6تغييرات سطوح سرمي 
 IL-6دار سطوح سرمي زايش معنيفاعث اب CFAتزريق 

 در مقايسه با روز صفرشد CFA بعد از تزريق 21و 14در روزهاي 
)001/0P= .(بادي درمان با آنتيanti-IL-6  باعث كاهش سطوح نيز

چنين، هم. شد) روز صفر IL-6اي نزديك سطح پايه (IL-6سرمي 
باعث  -IL-6 antiبادي  با آنتيAAدرمان روزانه يا هفتگي گروه 

 در مقايسه 21 و 14در روزهاي  IL-6دار سطوح سرمي عنيكاهش م
هاي وت مشخصي بين گروهتفا). =001/0P( شد AAبا گروه كنترل 

  در ضمن،.اشتد هفتگي و روزانه وجود نرتصوهبتيمار شده 
داري را وت معنياتف CFA+PBSو  CFA اهاي تيمارشده بگروه

  ).3  شمارهجدول(نشان ندادند  IL-6در سطوح 
  

 در طي مراحل IL-6تغييرات سطوح سرمي   -3جدول شماره 
  هاي مورد مطالعهدر گروه AAمختلف 

  روزهاي مطالعه  
  0  14  21  

CFA 12±0  *** 20±587  ** *25±760  
CFA+PBS  11±0  *** 17±550  ** *20±730  
CFA+anti-
IL-6(W):  

13±0   ###19±33   ###17±35  

-گروه

هاي 
  مطالعه

anti-IL-
6(D): 

11±0   ###12±0   ###15±0  

درمان با آنتي بادي .  افزايش يافتAA در طي مراحل مختلف IL-6سطوح سرمي 
anti-Il-6روزانه و هفتگي در طول رتصوه ب AA باعث كاهش مشخص سطح 

. ه شده استيارا ±SEMميانگين رتها به صوداده. شد IL-6سرمي 

001/0P=*** افزايش سطوح سرمي IL-6 در طي مراحل مختلف AA در 
- بين گروه IL-6مقايسه بين سطوح سرمي  ### =001/0P .مقايسه با روز صفر

  .CFA+anti–IL-6 و CFAهاي 
  

  :AA نخاعي در طي مراحل مختلف mORتغييرات بيان 
با وزن مولكولي  mORباندهاي پروتئيني وسترن بلات 

-اع تمام گروهدست آمده از نخههاي بدر همه نمونه kDa 48 يكسان

ي بعد از مشاهده. تطابق داشتها را نشان داد، كه با گزارشات اوليه 
 β-actinبادي شده و دوباره با آنتي strip، كاغذها mORباندهاي 

). 1  شمارهشكل(  (kDa 43) عنوان نمونه كنترل پوشانده شدندبه
  . بيان شدند β-actin بهmOR نسبت رتصوها بههمه داده

  
 استخراج شده از نخاع در mOR بيان پروتئين گيرنده  -1 ره شماشكل

 هاگروه ).21و  14 روزهاي صفر، (AAفاز مزمن طي مراحل مختلف 
 -AA+PBS ،4 گروه - AA، 3 گروه -2،  گروه كنترل-1 :عبارتند از

 -5 و اند درمان شدهanti-IL-6بادي نتيآ روزانه با رتصوگروهي كه به
-β. اند درمان شدهanti-IL-6بادي نتيآگي با  هفترتصوگروهي كه به

actinعنوان كنترل استفاده شده است به.  
  

 وابسته به زمان رتصو بهAAآناليزهاي دانسيتومتري ثابت كرد كه 
 21 و14 روزهاي  درmORدار بيان پروتئين معنيمنجر به افزايش 

 گرديده است  و روز صفر همان گروه مقايسه با گروه كنترلدر
)001/0P= .( بيان پروتئينmOR نخاعي در گروهAA   در روز

داري طور معنيبه CFA بعد از تزريق 14 در مقايسه با روز 21
  ).2  شمارهشكل( )=001/0P( افزايش يافت

 

  
 نخاعي mORدار بيان  باعث افزايش معنيCFA تزريق -2  شمارهشكل
 رتصوه بanti-IL-6بادي مصرف آنتي.  وابسته به زمان شدرتصوبه

 در طي مراحل مختلف فاز مزمن mORروزانه و هفتگي باعث كاهش بيان 
 نخاعي در گروه mORنسبت تراكم باندهاي پروتئيني چنين، هم. گرديد

anti-IL-6+AA در مقايسه با گروه كنترل 21 و 14 در روزهاي AA 
  =001/0P .اند بيان شدهSEM± ميانگينرتصوها بهداده .كاهش يافت

 نخاعي بين روزهاي مختلف mORمقايسه تراكم باندهاي پروتئين +++
مقايسه تراكم باندهاي . **=AA .001/0P=*** ،01/0Pفاز مزمن 
 در روزهاي AA+anti-IL-6 و AAهاي بين گروه mORپروتئيني 
 در mORمقايسه تفاوت تراكم باند پروئيني : ### =001/0P. متناسب
  .21 و 14 در روزهاي anti-IL-6 و گروه تيمار شده با AAگروه 
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نخاعي  mORروي بيان  بر anti-IL-6بادي ات درمان با آنتياثر
  :AAدر طي مراحل مختلف 

اعث كاهش ب anti-IL-6تيمار روزانه و يا هفتگي با 
مصرف .  وابسته به زمان شدرتصو نخاعي بهmORبيان پروتئين 

 بيان دار در ميزان موجب كاهش معنيanti-IL-6بادي آنتي
) 5/8±8/1(%  21و  )9/11±1/2(%  14در روزهاي  mORپروتئين 

 با اينولي  ،)=001/0P= ،01/0P(  شدAAدر مقايسه با گروه كنترل 
طور مشخصي بالاتر از  به21 و 14 در روزهاي mOR بيان وجود 

 mORداري در ميزان بيان تفاوت معني). =01/0P( روز صفر بود
 تيمار anti-IL-6 روزانه و يا هفتگي با رتصوي كه بهيهادر گروه

آناليزهاي  .شده بودند در روزهاي مختلف مطالعه وجود نداشت
 نخاعي در طي درمان mORآماري نشان داد كه مقدار بيان پروتئين 

  كاهشAA در مقايسه با گروه كنترل 21در روز  anti-IL-6با 
موش   درPBSمصرف  ).=001/0P ( است14 از روز كمتريافته و 
 در مقايسه با mOR تغييري را در ميزان بيان AAهاي ييصحرا
  ).2  شمارهشكل( ايجاد نكرد AAگروه 

  
  بحث

 افزايش  مهمكي از مسيرهاي كه ينشان داد حاضرمطالعه 
  mORزايش بيان فا، شرايط التهابي  دريديهاي اپيوئ آگونيستاثر

ترين  از مهم.استهاي آزاد شده ميانجيتحت تاثير نخاعي 
 IL-1, IL-6  IL-10هايتوان به سايتوكاينهاي التهابي ميميانجي

ها سايتوكاين  كه،اندنشان دادهمطالعات . ]9[اشاره كرد TNFαو 
در سيستم عصبي  mOR افزايش بيان يوسيلهه را بيقش مهمن

تاثير  با يسايتوكاين IL-6 .كنندهاي محيطي ايفا ميمركزي و بافت
هاي بررسي .]10[ كننده التهاب استابي و تقويت ضد التهدوگانه

 زمنمهر دو مرحله حاد و در   IL-6  موثرقبلي حاكي از نقش
 مقادير نشان داد كه  نيز مامطالعه ].10 [است التهابي بيمارهاي

 21 تا روز و يافتهافزايش  CFAطي التهاب ناشي از  IL-6سرمي 
ها حاكي از رسي بر.مانددر سطح بالايي باقي مي AAبعد از 

ي هاي بيمارالقاءو  IL-6 سطوح سرمي  افزايشباط نزديك بينرتا
 ،چنينهم ].9 [باشدميريت روماتوييد و كرون رتآالتهابي مانند 

  سايرو IL-6 بين سطوح يباط مشخصرت ا كهنشان داده شده است
با اين وجود  .وجود دارد ها طي بيماريماركرهاي مختلف التهابي

فعاليت سيستم عصبي طي شرايط مختلف بر  IL-6ير متغ اثرات
 كه نشان داد مطالعه ما ].18 [باشدهنوز كاملا تعريف شده نمي

  در تغييرات وابسته به زمانرتصوبه IL-6سطوح سرمي 
دست ه بنتايج. باشدميموثر  AAهايپرآلژزي طي مراحل مختلف 

 در anti-IL-6بادي  آنتيتجويز نشان داد كهمطالعه مده در اين آ

داري حجم پا را در طور معني بهAA  گروههايموش صحرائي
دليل ه ممكن است ب اثراين. ه است كاهش دادبررسيهمه روزهاي 

، دگرانوله شدن هاي اندوتليالبرروي سلول IL-6نقش تحريكي 
بيان چراكه  ؛ باشديمونوسيتهاي ئينت آزادسازي پروها ومونوسيت

 ي دارد موثر نقشاد علائم التهابيجدر ايي هاي بنياداين مولكول
 اين anti-IL-6ي وسيلههاين مسير بتوان با بلوك كردن  ميو ]19[

پيشرفت گر كاهش ها نيز بيانبرخي بررسي. علائم را درمان كرد
هاي در موشكاراژينان   عامل التهابييوسيلههاد شده بجريت ايرتآ

 با وجود اينكه]. 20 [باشديم anti-IL-6بادي درمان شده با آنتي
 باعث كاهش طي اين مطالعه anti-IL-6بادي درمان با آنتيكه 

گونه كه در  ولي همان،دش AAهاي ييموش صحراحجم پا در 
 كهنحوي به، باعث حذف كامل ادم پا نگرديدگرديدنتايج اشاره 

روز صفر حجم بيشتري پاي مزبوردر انتهاي درمان نسبت به 
  اين است كه،توان اشاره كردكه در اين زمينه مي آنچه .داشت
هايي كينين و سايتوكاين برادي، مانند هيستامينهاي مختلفيميانجي
  التهاب موثر هستندبروز ادم طي در جريان TNFα و IL1,6مانند، 

تنهايي باعث رسد كه مهار يكي از آنها بهنظر ميبنابراين به .]10[
در  mOR كه بيان اين بودنتايج  ز ديگرا .حذف كامل ادم پا نگردد

زمان با كاهش هايپرآلژزي،  همAA بعد از ايجاد 21 و 14روزهاي 
 كه ،مطالعات قبلي ما  تائيد درهااين يافته. يابدافزايش مي

 ك داراي اثرات هايپرآلژزيmORعنوان آنتاگونيست  بهنالوكسان
ش  نخاعي در كاهmOR كه اد نشان دبود، AA 21در روز 

  نقش موثري دارد AA)يتيرترفاز آ(هايپرآلژزي در طي فاز مزمن 
انتقال از فاز حاد به فاز  محيطي و مركزي در عوامل مختلف ].8[

 مختلف تاثير اين هاي مكانيسمباشند و هنوزدخيل ميمزمن التهاب 
طور كامل شناسايي  به علائم التهابيگير در تغييرات درعوامل
هاي حاد ها در پاسخي توليد و ترشح سايتوكاينالگو ].21 [اندنشده

 سايتوكاين IL-6.  متفاوت استيو مزمن در شرايط مختلف التهاب
له حاد به مزمن التهاب است و در مراحل حمهمي در انتقال از مر

بعضي مطالعات نشان  ].6 [ نقش بسيار مهمي داردRAمختلف 
-ه ايجاد شده بن مزم اثرات التهابي، در التهابIL-6 كه اندداده

اما  ،]20 [دشوو باعث هايپرآلژزي ميداشته كاراژينان ي وسيله
 را در طي فاز مزمن IL-6 اثرات ضد التهابي  مطالعهنتايج اين

AA بادي مصرف آنتي. نشان دادanti-IL-6) روزانه ورتصوبه  
و متعاقبا  AA در طي فاز مزمن mORباعث كاهش بيان ) هفتگي

  در اثراتهاي متفاوت اين يافتهالبته. پرآلژزي شدباعث افزايش هاي
هاي تواند مربوط به زمان ميدر طي التهاب مزمن IL-6هايپرآلژزيك 

 IL-6هاي متفاوت سنجش سطوح  التهاب و روش مطالعهمختلف
نشان مده از مطالعات پيشين آدست هعلاوه نتايج ما و نتايج بهب. باشد
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 به كف پاي CFAبعد از تزريق  در يك هفته IL-6 كه مصرف داد
) min5 ( شوددردي ميباعث ايجاد بيسرعت به يي صحراهايموش
 با آنالژزي در طي التهاب .]7[ وسيله نالوكسان بلوك شده بودهكه ب

هاي ايمني ي سلولوسيلههآزادسازي اوپيوئيدهاي دروني آزاد شده ب
ات نشان بعضي مطالع .بط استرتم IL-6بعد از تغيير در سطوح 

در ,mRNA  mORباعث افزايش بيان  تواند ميIL-6اند كه داده
-هم]. 7[ شود) SH SY5Y cells( يهاي نوروبلاست انسانسلول

 كنندهتعديلعنوان  بهدتوان ميIL-6 كه شودپيشنهاد مي، چنين
يدي  اپيوئ-باط سيستم ايمنيرتي مسير ا عضو كليدودردهاي التهابي 

رود كه حداقل قسمتي از بنابراين انتظار مي ].4 [در نظر گرفته شود
) ريتيرتآ(سرمي در طي فاز مزمن  IL-6 آلژزيكهايپراثرات آنتي

AAبيان ي افزايش وسيلهه بmORنتايج .  نخاعي ميانجي گري شود
 كنندهيا هفتگي دوز خنثيچنين نشان داد كه  مصرف روزانه ما هم

كاهش سطوح افزايش يافته در ) anti-IL-6 )μg/ml 1/0 بادينتيآ
IL-6  سرمي در طيAA موثر است و تفاوت مشخصي بين تزريق 

با توجه به عدم تفاوت نتايج  .روزانه و يا هفتگي آن وجود نداشت
نظر تواند بهمي  در اين مطالعه Anti-IL-6تزريق روزانه و هفتگي

 ممكن است نزديك anti-IL-6كه حداكثر آستانه  فعاليت رسد مي
 مطالعه وباشد، در هر هفته  μg/ml1/0  دوز تر ازا حتي پايينو ي

 مشاهده كاهش مشخص در پارامترهاي رغمعليتواند حاضر نمي
بادي  اثرات درمان با آنتيبط بارتم فارماكوكينتيك ايج نت،بيماري

anti-IL-6  باط وابسته به زمان رتاين مطالعه اهميت ا. نشان دهدرا
 را  CFAي وسيلهه التهاب ايجاد شده ب وIL-6  سرميبين سطوح
  . نشان داد

  
  گيرينتيجه

 در IL-6سرمي ح كه افزايش سطتوان گفت مجموع مي در
ناشي از   هايپرآلژزيكاهش بيماري، باعث )يتيرترآ(طي فاز مزمن 

 mORي افزايش بيان وسيلهه، كه ممكن است بگرددالتهاب مي

 در بروز IL-6ل نقش مركزي دلياز طرف ديگر به. گري شودميانجي
 ممكن است يك روش جديد IL-6هاي التهابي، مهار علائم بيماري

رسد كه نظر ميبه. باشدويژه هايپرآلژزي كاهش علائم التهاب بهبراي 
ضد دردي مناسب طي تجويز داروي  اثرات درماني براي نيل به

 ريتتر آنظيرحله بيماري التهابي مر ،anti-IL-6سايتوكايني آنتي
هاي بيشتر براي تعريف بررسي. درنظر گرفته شود  نيز بايدروماتوييد

سايتوكاين موثر در التهاب مناسب نحوه استفاده باليني اين آنتي
   .شودريتي پيشنهاد ميرتآ
  

  تشكر و قدرداني
 عنوان طرح تحقيقاتي مصوب در دانشكدههاين مطالعه ب

  .جام پذيرفته استپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ان
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