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  PC12سلولي  رده مرفين در مرگ سلولي ناشي از برابر اثرات محافظتي ليتيم در
  

  2وسي صاحبقرانيم، *1مجيد نجاتي
  خلاصه
 پيـشگيري از   درمان و  ليتيم علاوه بر  . شود هاي عصبي مي   هاي سلولي مانند سلول    برخي رده   مرگ سلولي در   ي مرفين باعث القا   :هدف سابقه و 

اگرچه مطالعات حيواني در مورد تاثير ليتيم بـر برخـي از عـوارض              . باشد رات محافظتي در برابر سميت عصبي مي      اختلالات دوقطبي داراي اث   
 اهميـت ايـن دو دارو       بـود، اثر بر مرگ سلولي كـاري انجـام نـشده            سطح سلولي و   ولي در مورد تداخل اين دو دارو در       . مرفين وجود دارد  

ها   مطالعه ضمن نشان دادن اثرات مرفين در ايجاد مرگ سلولي، اثر ليتيم را در محافظت از سلولاين در. كرد ضرورت اين مطالعه را ايجاب مي
   .بررسي قرار گرفت مورد PC12  در برابر مرگ سلولي القا شده با مرفين در رده سلولي

 و بـراي    5 وانكسين   MTTهاي   زمونآ  براي تعيين ميزان مرگ سلولي از      . صورت گرفت  اين تحقيق با طراحي مطالعه تجربي      :ها مواد و روش  
 0.2 ,0.4 , 0.8, 1.6) هـاي مختلـف   ابتـدا غلظـت  . گرديـد اسـتفاده   PCR  RTهاي موثر در مرگ سلولي از آزمون  نشان دادن القا بيان ژن

mmol/L)    هـاي فـوق    زمونسپس ميزان مرگ سلولي القا شده را با آ وشد هاي كشت داده شده اضافه     هاي مختلف به سلول     مرفين را در زمان
هاي مختلـف مـرفين       سپس غلظت   كرده و  در كلريد ليتيم نگهداري    ساعت   72 را ابتدا به مدت      PC12هاي    در بخش ديگر سلول    .گرديدتعيين  

  .شدتحليل آزمون آماري انوواي يك طرفه  استفاده از نتايج با . گرديدبه آنها اضافه
  به ترتيب پـس از 5 وانكسين MTTهاي  ها القا نمود كه  با آزمون  سلولي را در سلول مرگ6/1  وmmol/L8/0  هاي  مرفين با غلظت:نتايج 

 Bax نده مرگ سـلولي بر بيان ژن پيشmmol/L8/0   نشان داد مرفين با غلظت RT PCRنتايج آزمون. ودب گيري  ه ساعت قابل انداز12  و24
 نشان داد ميزان مرگ سـلولي ايجـاد         5 نتايج آزمون انكسين   .هدد  هش مي  را به ترتيب افزايش و كا      Bcl-2كننده از مرگ سلولي     نعتژن مما  و

 نـشان داد بـا    RT PCRهمچنين نتايج آزمون .است رمان با ليتيم نسبت به گروه كنترل كمتردمرفين بعد از پيش mmol/L8/0  شده با غلظت
 از .يابد  افزايش ميBcl-2ميزان بيان ژن   كاهش يافته و،ته بود افزايش يافmmol/L 8/0 كه در اثر مرفين  Bax ليتيم ميزان بيان ژندرمان  پيش
  . نداشتBcl-2 و Bax يها ان ژنيب  وي مرگ سلولي بر القاي اثرييتر به تنهايمول بر ل يلي م2/1د با غلظت يم كلرايتي ليطرف

  باشد يم Bcl-2  وBax يها ان ژنيب ر آن بريم با تاثيتين اثر لي ا.كاهش دهدتواند مرگ سلولي القا شده توسط مرفين را  ليتيم مي: گيري نتيجه
   PC12، رده سلولي مرگ سلولي مرفين، ليتيم، :واژگان كليدي
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  مقدمه

از تحقيقات علوم    يا عمدهبخش    يا مرگ سلولي   آپپتوزيز
مقاله  هزار 13 سالانه بيش از   گيرد و  مي بر پزشكي را در   زيستي و 

  ويعــي طبرونـد  مـرگ سـلولي   .شـود  در ايـن بـاره منتـشر مـي    
هاي مولكـولي    مكانيسم. باشد يسلول م  ر در هموستاز  يناپذ اجتناب

مـرگ   انـد؛ در   خوبي شناخته نـشده   ه  آنها ب  مختلفي كه بسياري از   
مـرگ   ،القاكنندهمختلف  نظر از عوامل     صرف. ددارننقش   سلولي

يك قسمت   وباشد   صي مي اخ رفولوژيكيوحالت م  داراي سلولي
در دوران بلوغ هم ادامـه       در طول رشد حيوان بوده و      تغييرناپذير

 يوان به متورم شدن غشا    ت  ي م مرگ سلولي   بارز يها از نشانه . دارد
 بـه   DNA قطعه قطعه شدن     ،ده شدن سلول  ي، چروك يتوپلاسميس

متعاقـب آن سـاخته       خـاص و   يها ان ژن يب و يقطعات نوكلئوزم 
 ـوئياپ]. 1 [د اشاره كـرد   ي جد يها نيپروتئ  و mRNAشدن   دها و  ي

دهنـده درد   ني تسكين داروهاين از جمله مهمتر   يدر راس آنها مرف   
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ش يبـه افـزا    رون داروها   ي ا  سوء مصرف  گرياز طرف د  . باشند يم
جـاد حالـت    يا  و يدرد  ضـد  اثـرات  دها عـلاوه بـر    يوئي اپ .است
  آنهـا  از جمله  . در بدن هستند   يادي ز ي اثرات جانب  ي دارا يريتخد

تـوان   يرا م  يمنيستم ا ي و س  يستم عصب ياثر بر دستگاه گوارش، س    
 بـه  يادي مختلف در افراد معتاد تا حد زيها وع عفونتيش. نام برد 

 ـ  ي توسط مرف  يمنيستم ا يسركوب س  مطالعـات  . شـود  ين مربوط م
 ـي ا يهـا   در سـلول   ي مرگ سـلول   ي بر القا  ين مب ياديز ماننـد   يمن

 ـ .ن وجود دارد  ي توسط مرف  ماكروفاژها مطالعـات نـشان     نيهمچن
 ي عـصب  يها در سلول  مرگ سلولي  ين باعث القا  ي كه مرف  اند داده

هاي   نيم قرن پيش براي درمان بيماري      ش از يبليتيم  ]. 3،  2 [شود يم
 و بـراي درمـان   هـا   مهمترين دارو از    هم هنوز رواني مطرح شد و   

رغم تحقيقات   علي. مانده است  باقي دپرسيون يا و  مان پروفيلاكسي
ن كـاملا روشـن نـشده     آ پايه مولكولي عمل تثبيت خلـق        ،فراوان
اينوزيتـول مغـز، مهـار       ريكاهش ذخـا  از جمله   ه  ينظرچند  . است

سيون لايرسروتونين، تنظيم عملكرد پروتئين جي، فسفو     يها رندهيگ
 ايـن بـاره    درNa/K ATPaseنـزيم  آسطح ر در ييتغ پروتئين و

 ـي ل  ديگر   از خواص ]. 4[ ود دارد جو  در برابـر    ي محـافظت   اثـر  ميت
 ـ ي عصب يها ژه در سلول  ي به و  يت سلول يسم مكانيـسم   .باشـد  ي م

چنـد  .  شـناخته نـشده اسـت      يز به خـوب   يم ن يتيت عصبي ل  ظمحاف
، كاهش بيـان    NMDA غير فعال شدن رسپتورهاي      سم مانند يمكان

ــروت ــاي  ينئپ ــروتئي Bax و P53ه ــان پ ــزايش بي ــاي  ن و اف ه
 و فعـال شـدن كينازهـاي حيـاتي          Bcl-2كننده سلولي    تظمحاف

مواجهـه  ك مطالعه نشان داده اسـت       ي]. 5 [اند شنهاد شده يپسلول  
 ي مغـز  يها  گرانول ي عصب يها د سلول يم كلرا يتي مدت با ل   يولانط
)CGNS( ندك  يمن محافظت   يروتوكسگت بتابان يدر مقابل سم    را .
 ـي ل ي درمان يها مان غلظت ردشيپ با   ين محافظت عصب  يا  2/1(م  يت
اثـر   ،گـر ياز طـرف د   .شـود  يم جادي ا  روز 5 تا   3 ي برا )مول يليم

 ـ يم به مهار افزا   يتيله ل يوسه  جاد شده ب  يمحافظت ا  ش از حـد    يش ب
 ـم تول يكلـس  ري مـس  يها نشانهاز   .م نسبت داده شده است    يكلس د ي
 بوده كه   يتوكندريمي  د غشا ي شد يايحا ن و ژي فعال اكس  يها گروه

 ـ )BUTX -β(ن  يروتوكسگبتابانك  يهمراه با اثرات نوروتوكس    ه  ب
 ـ مسدودكنندهم  يتيدرمان بلندمدت ل   شيپله  يوس  احتمـالا  .شـود  ي م
ت يم و سـم   يهموستاز كلس  مي تنظ ،ميتي محافظت ل  ي روش اصل  كي
درمان  ].6 [باشد يگر م يم در قسمت د   يكلس يفزون از   يناشهم  ن  آ

 كاهش  يد باعث القا  يم كلرا يتيل  با ها  سلول )نه حاد ( مدت   يطولان
شود  ي م Bax و P53 ياپپتوز شي پ يها ني و پروتئ  mRNAسطح  

 يكننـده سـلول   ن محافظـت يپروتئ  و mRNAعكس سطوح بر و
Bcl-2 ـش بيافزا .ابدي يش م ي افزا حطور واض ه   ب    وBcl-2ژن ان ي

 ـ   يتي از ل  ي ناش Bax  و P53 يها ژنان  يكاهش ب   در  يم نقـش مهم

 ـ]. 8، 7 [ دارديكيت تحريها در برابر سم محافظت نرون  رغـم   يعل
 مشترك  يرهايمس وم  يتي ل يمحافظتاثرات  مورد   اد در يگزارشات ز 

مـرگ   ن دو دارو بر   يااثرات متقابل   در مورد    ،ميتين و ل  ياثرات مرف 
هـاي   اين مطالعه اثرات غلظت    در. گزارشي وجود نداشت   يسلول
 در رده سـلولي     مرگ سلولي ايجاد شده توسط مرفين     ليتيم بر     كم

PC12 مورد بررسي قرار گرفت  .    
  

  ها مواد و روش
 ـ ،ن مطالعه يا  ـ   ي ط يمح ـ دركـه    بـوده    يك مطالعـه تجرب

 يهـا  سـلول .  انجام شده است   يشگاه و با روش كشت سلول     يآزما
 ـPC12 ين مطالعه رده سلول يدر ا  شده   استفاده باشـند كـه از    ي م

 ـران ته يپاستور ا  تويتكز انس  مر يبانك سلول   ـا منـشا    .ه شـدند  ي ن ي
باشد كه به    ي م موش صحرايي نر  ه  يغده فوق كل    تومور  از ها سلول

ن در نظـر    يكننده دوپـام    ترشح ي عصب يها  سلول ي برا يعنوان مدل 
 ي هـوا   و c°37 ي دمـا   بـا  ها در انكوبـاتور    سلول. شوند يگرفته م 

با اسـتفاده    ل و ي استر هايفلاسك   در CO2 %5 يدارا مرطوب و 
رشـد داده   ن گاو   يسرم جن % 10 همراه با  DMEMط كشت   ياز مح 

 ـ، DMEMط كشت يم، مح يتين، ل يمرف. شوند يم ن گـاو،  يسرم جن
 ـ تهSigma از شركت  ي همگ  5ن  ي وانكس MTTت  يك  .ه شـدند ي

 6/1  و8/0 ،4/0، 2/0 (ني مــرف مختلــفيهــا غلظــت  اثــرابتــدا
.  شد يبررس  ساعت 24 در زمان    يبر مرگ سلول  ) تريمول بر ل   يليم

ساعت  72 به مدت    مول يلي م 2/1د  يم كلرا يتي ل درمان شي پ ازسپس  
 القا شده   يم در برابر مرگ سلول    يتي ل يمحافظت  نشان دادن اثر   يبرا

معادل غلظت درمـاني    م  يتين غلظت ل  يا. ن استفاده شد  يتوسط مرف 
 ـ اول ي بررس ـ يبـرا . ها نـدارد   سلول  بر يسم چ اثر يهآن بوده و     ه ي

ن درصـد   يـي  تع ي و برا  MTT از آزمون    ي مرگ سلول  يلقازان ا يم
 ي نـشان دادن القـا  ي و بـرا 5ن يك از آزمون انكس يها اپپتوت  سلول

 اسـتفاده   RT PCR از آزمونيط به مرگ سلولو مربيها ان ژنيب
 در هر   ها سلول 50000ابتدا تعداد     MTTآزمون   انجام   يبرا .شد

تا  هردك اعت صبر  س 24 و هختير ييتا 96 يها تيپلكرويچاهك م 
بـراي   .ده و شروع به رشـد كننـد       يها چسب  ها به كف چاهك    سلول

و شـمارش    آميـزي تريپـان بلـو      ها از روش رنـگ     شمارش سلول 
گرديد، سپس درمان سلول ها با ليتيم       ها با لام نئوبار استفاده       سلول

 درمـان رنـگ  ان يپا پس از .انجام شد هامرفين در داخل چاهك  و
MTT قـرار   انكوباتور  ساعت در  2ت را   يسپس پل . گرديد  اضافه
  اضـافه  DMSO حـلال    بـه آن    كرده و  يخال بعد رنگ را    و داده
حـل   ها كـاملا   ستاليتا كر  هدادتكان   يت را به آرام   ي سپس پل  .شد

 نانومتر بـا    570ها را در طول موج        چاهك يجذب نور  بعد. شوند
ه شدت رنگ توليد شـد    . ه شد دت خوان يكروپليگر م  دستگاه قرائت 
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 هاي زنده  درصد سلول. زنده رابطه مستقيم دارديها با تعداد سلول
  روش  يك 5ن  يمون انكس زآ .شدبا رسم منحني استاندارد محاسبه      

است هاي سلولي    ديگر براي تعيين ميزان مرگ سلولي در جمعيت       
اپپتوتيك  هاي  سيتوپلاسمي در سلول   يكه اساس آن تغييرات غشا    

 ـب اسـت كـه كل  ين ترتي ا نحوه انجام آزمون به  بوده و  ه مراحـل  ي
هـا در داخـل فلاسـك انجـام           سلول يدرمان بر رو   شيدرمان و پ  

 ـليك م يحدود   نه شده و  يپسيها تر  پس از آن فلاسك   . شود يم ون ي
 هـا  ابتدا سه بار سلول   . شود يخته م يسلول از هر فلاسك در لوله ر      

بـافر مخـصوص     تـر يكرولي م 500 سـپس    و شـسته    با بافر فسفات  
 10 وVن يتــر انكــسيكرولي م5بعــد  ت افــزوده ويــ كموجــود در

قـه  يدق 10پـس از  . شود ياضافه م رنگ يديد پروپيديوم   تريكروليم
تومتر قرائـت   يها با دستگاه فلوس    ط نمونه ي مح يون در دما  يانكوباس

 )Annexin V-FITC( رنـگ   نسبت بـه هايي كه سلول. شود يم
د يديبه رنگ    ولي نسبت    )گيرند خود مي ه  رنگ را ب  (ند  تمثبت هس 

.  هستند مرگ سلولي هاي در حال     باشند، سلول  وم منفي مي  يديپروپ
گيرنـد در آخـرين      خود مي ه  دو رنگ فوق را ب     هايي كه هر   سلول
 .انـد   كرده ير نكروز را ط   يا مس ي  قرار دارند و   مرگ سلولي  مرحله
 ،هايي كه نـسبت بـه هـر دو رنـگ مـذكور منفـي هـستند                 سلول
 ـ م ي بررس يبرا .تندسالم هس  هاي زنده و   سلول  ـزان بي  يهـا  ان ژني

 RT PCRاز آزمـون  ) Bcl-2  وBax( يمـرگ سـلول   موثر در
واكنش تكثير زنجيره ژني بـا روش        كه  آزمون ني ا .مياستفاده كرد 

 ي بررس ـ يق بـرا  يار دق يك روش بس  ي باشد مي رونويسي معكوس 
 ـترتن  ينحوه انجام آن بد    .باشد يها م  ان ژن يزان ب يم   اسـت كـه    بي

 ـين و ل  يمورد نظر با مرف    يها ننجام درما پس از ا    RNA ابتـدا    ميت
 ي بـا اسـتفاده از آغازگرهـا        اسـتخراج شـده و سـپس       هـا  سلول

ن شـده اسـت،   يـي قـبلا تع  آنهـا  يكه توال  فوق   يها  ژن مخصوص
 ـم كه منجـر بـه تول  يده يم معكوس را انجام يسيرونوآزمون   د ي

cDNA كه با روشدشو يم   PCRاز اسـتفاده   و بـا ر شـده  يتكث
مربوط به  يها ان ژنيزان بي مReal time RT PCR يآزمون كم

Bax  و  Bcl-2اسـتخراج  يهـا  تيه كيكل. شود ي م گرفتهندازها 
RNAو   RT PCRياز شركت آلمان آغازگرها وRoche ـ ته  ه ي
هاي  تحليل نتايج به دست آمده از اثر غلظت        براي تجزيه و   .شدند

 فـه و  طـر زمون انوواي يـك   ها از آ   ليتيم بر سلول   مختلف مرفين و  
  .   استيودنت و نيومن كولز استفاده شد آزمون كمكي تي

  
  جينتا

ــMTTج آزمــون ينتــا ــشان م دهــد، فقــط غلظــت  ي ن
 را القـا نمـوده اسـت        ين مـرگ سـلول    ي مرف  بر ليتر  مول يليم 6/1
)001/0p< .(   بعـد از    مرفين هـم   تري بر ل  مول ميلي 8/0البته غلظت 

 نمودار (.هاي زنده كاسته بود    سلول درصد از ميزان     15 ساعت   24
  )1شماره 
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هاي مختلف مرفين   ساعت مواجهه غلظت24 اثر مقايسه -1 نمودار
  نسبت به گروه كنترل MTT  با آزمونPC12هاي  برسلول

  
 زنده در گـروه     يها دست آمده تعداد سلول   ه  ج ب يطبق نتا 

ن تجربـه   يم را قبل از مواجهه با مرف      يتيمان ل در شي كه پ  ييها سلول
افـت كـرده    ين در يشتر از گروه كنترل كه فقط مـرف       يكرده بودند ب  

تـر  يمول بـر ل    ميلي 8/0 غلظت   ي برا ويژهج به   ين نتا يا.  بود ،بودند
صورت ه  ن ب يج نشان داد مرف   ي نتا هيتجز .دار بود  ين كاملا معن  يمرف

 از طرف   )>001/0p(.ندك ي را القا م   يوابسته به غلظت مرگ سلول    
 .م نـشان داد   يتيدرمان شده و نشده با ل      شيگروه پ  دو سهيمقا گريد
 نمودارهـاي ( .دهد ين را كاهش م   ي از مرف  ي ناش يم مرگ سلول  يتيل

  )3 و2شماره 
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 ساعت  48هاي مختلف مرفين پس از  غلظت اثر مقايسه -2 نمودار 
 ساعت 72اثر  و) >p**01/0 و >PC12. )05/0*pي ها بر سلول

 .MTTپيش درمان ليتيم در مقايسه با گروه كنترل با آزمون 
),+p<0.05. ++p<0.01(  
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 هاي مختلف مرفين  بر  ساعت غلظت96 اثر  مقايسه-3 نمودار

درمان   پيشراث و) >p< 01/0,**p< 001/0***p*,05/0 (ها سلول
 و +>MTT. )05/0p  با آزمون گروه كنترلنسبت بهليتيم 

01/0p<++(  
  

ها با   دهد مواجهه سلول   ينشان م   5ن  يانكس ج آزمون ينتا
 يمرگ سـلول   ساعت   24  و 12 پس از    رتي بر ل  مول يلي م 8/0ن  يمرف

 كـه   ييها سلول ي از طرف  ).>001/0p (.را در آنها القا نموده است     
درمـان شـدند و سـپس مـرفين           ليتيم پـيش    ساعت با  72به مدت   

  پس از  .هاي فوق دريافت نمودند    مول بر ليتر را در زمان      ميلي 8/0
 مواجهه با مـرفين     )>01/0p( ساعت   24  و )>05/0p( ساعت   12

  .)4  شمارهنمودار (اند گروه كنترل دچار مرگ سلولي شده از كمتر
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هاي    بر سلولمرفين mmol/L8/0  غلظت اثر مقايسه -4 نمودار 
PC12  )001/0***p< (درمان ليتيم در مقايسه با گروه  اثر پيش و

  )++>01/0p و +>V) 05/0p. آزمون انكسينكنترل با  
  

 مـول  يلي م 6/1ن  ياثر مرف  زدست آمده ا  ه   ب جين نتا يهمچن
 ـيل سـاعت مواجهـه بـا        72 پس از ها   سلول بر تريبر ل   ـا كلر ميت  دي

ن غلظـت   يد كه ا  انشان د  5تر با آزمون انكسين     يبر ل  مول ميلي 2/1
 ـ در مقا   ساعت توانـسته اسـت     24 و 12 ن هم پس از   يمرف سه بـا   ي

  )5شماره  نمودار(. دي را القا نمايمرگ سلول گروه كنترل
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++

هاي   بر سلولمرفين mmol/L 6/1 غلظت اثر مقايسه  -5 نمودار 
PC12 )001/0***p< (درمان ليتيم در مقايسه با گروه  اثر پيش و

  )++>01/0p و +>V )05/0p.كنترل با آزمون انكسين
   

  مختلـف يها غلظت ثراابتدا  :RT PCRآزمـون  ج ينتا
ج ينتـا  . قـرار گرفـت  يمورد بررس  mRNA ،Baxانين بر بيمرف

 تـر ي بـر ل   مول يلي م 6/1  و 8/0 يها غلظتز  يتجو.  نشان داد  حاصل
 ـمرفين  در را  mRNA ،Baxسـطح بيـان    ، سـاعت 6 ه مـدت  ب
 نمودارهـاي (). >01/0p(. دهد   افزايش مي   سه با گروه كنترل   يمقا

  )7 و 6 شماره
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+++

Bax

هاي   در ساعت مرفينmmol/L 8/0غلظت اثر  مقايسه -6 نمودار 
 به گروه كنترل بر  نسبتليتيمدرمان  و پيش) >p**01/0( مختلف
نتايج به صورت درصد بيان ژن ) +++>Bax )001/0p بيان ژن

  نسبت به گروه كنترل گزارش شده است
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Bax

هاي   در ساعت مرفينmmol/L 6/1غلظت اثر  مقايسه  -7 نمودار 
 .Bax ن ژن به گروه كنترل بر بيا نسبتدرمان ليتيم  و پيشمختلف

)01/0p<++(  
  

 )تـر يمول بر ل    ميلي 2/1( كلرايد   ميتيدرمان ل  شي پ ياز طرف 
 پـس   mRNA ،Baxاني بافتهي شي سطح افزا ساعت72به مدت 

 كـم    را تـر ي بر ل  مول يلي م 6/1  و 8/0ن  يساعت مواجهه با مرف    6از  
مـول بـر      ميلي 8/0 اثر مرفين  در بخش ديگر  ). >001/0p(كند   يم

 سـاعت  24  و12  و6 هاي  در زمانmRNA  ،Bcl-2ليتر بر بيان
نتـايج بـه دسـت آمـده نـشان داد تجـويز مـرفين                .بررسي شـد  

 mRNA ،Bcl-2 ساعت ميزان بيان 6مول بر ليتر بعد از  ميلي 8/0
 ـ). >05/0p (دهد مي را در مقايسه با گروه كنترل كاهش        نيهمچن

به مدت  تر  يمول بر ل   يلي م 8/0ن  يها كه قبل از مرف      از سلول  يگروه
، mRNAان  يزان ب يشده بودند م  مواجه  د  يم كلرا يتي ساعت با ل   72

Bcl-2    بـود افتـه   يش  يسه با گـروه كنتـرل افـزا       يمقا دردر آنها. 
)05/0p<.() 8  شماره شكل(  
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هاي   در ساعت مرفينmmol/L 8/0غلظت اثر  مقايسه -8 نمودار 
 Bcl-2  به گروه كنترل بر بيان ژن نسبت ليتيمدرمان  و پيشمختلف

  .. PC12هاي   سلولدر

اثـر   ها در   در سلول  mRNA  ،Bcl-2بالاخره تغييرات نسبي بيان     
مول بر ليتر با يا بدون انكوباسيون قبلي          ميلي 6/1مواجهه با مرفين    

نتـايج نـشان داد     . هاي فوق بررسـي شـد      با ليتيم كلرايد در زمان    
هاي فوق   مول بر ليتر در هيچ كدام از زمان        ميلي 6/1تجويز مرفين   
 . در مقايسه با گروه كنتـرل نـدارد        mRNA  ،Bcl-2اثري بر بيان    

)05/0p< .(ســاعت  72هــا كــه  همچنــين در گروهــي از ســلول
 6/1رمان ليتيم را دريافـت نمـوده بودنـد، تجـويز مـرفين              دپيش
ا گروه  در مقايسه بmRNA ،Bcl-2مول بر ليتر اثري بر بيان  ميلي

 2/1 ليتـيم كلرايـد   بـا    هـا  مواجهه سلول  ياز طرف  .كنترل نداشت 
  Bcl-2 و  mRNA ،Baxي بر بياناثرتنهايي   بهتريمول بر ل يليم

  .شتندا
  

   بحث
ن ي مـدت مـرف    يز طـولان  ي تجو  است نشان داده مطالعات  

 ـ ي عصب يها  در سلول  يجاد مرگ سلول  يباعث ا  ممكـن  . شـود  ي م
 يها شتر توسط غلظت  يكه ب  لوليمرگ س  يت القا ين خاص ياست ا 

 يهـا  رنـده يك گ يش تحر يق افزا يشود از طر   يجاد م ين ا ي مرف يبالا
NMDA  در شـاخ  يناپـس ي بـه گلوتامـات س    يش دسترس ياز و اف 

 يهـا   را در سـلول    مرگ سـلولي   ،ني مرف .جاد شود ي نخاع  ا   يپشت
 ـ. كند ي م ء القا ي طناب نخاع  يشاخ پشت   ـ  ه  ب مـرگ  رسـد    ينظـر م
 ـافتد كـه ا   ياتفاق م گابا   كننده  ترشح يها وننر شتر در ي ب سلولي ن ي

فعـال  . ن شـمرده شـود    يجاد  مقاومت مرف   ي ا ي برا يتواند عامل  يم
 داخل  يرهايتواند باعث شروع مس    ي م NMDA يها رندهيشدن گ 
درمان مزمن   مطالعات نشان داده است   . شود مرگ سلولي  ،يسلول

 ـين باعـث فراتنظ   يبا مرف   ـ يهـا  رنـده ي گ يم  و  Fas ياپپتـوز  شي پ
در . ]9،  8 [شـود  ي م موش صحرايي نر   در مغز    Bcl-2 يميفروتنظ

 ي عـصب  يها  به عنوان مدل سلول    PC12 يها ن مطالعه از سلول   يا
 ييه موش صـحرا يفوق كلغده  ها از تومور   ن سلول يا. استفاده شد 

)Rat ( ي عـصب  يهـا   سـلول  ي بـرا  يبه عنوان مـدل     و گرفته شده 
 سـنجش  يهـا  روش. شـوند  ين در نظر گرفته م  يكننده دوپام  ترشح

 5ن  يو انكـس   MTT يها ن مطالعه آزمون  يا  در مرگ سلولي زان  يم
 در  مـوثر يهـا  ان ژنيزان بي مي بررسي براRT PCRن يهمچن و

 يهـا  شات ابتدا غلظت  يمرحله اول آزما   در .باشند يم يمرگ سلول 
 MTTج آزمـون   ينتـا . شود يمجاور م  يها ن با سلول  يمختلف مرف 

 زنده  يها صورت وابسته به غلظت تعداد سلول      هن ب ينشان داد مرف  
 نشان داد مرگ    5ن  يج آزمون انكس  ين نتا يهمچن. دهد يرا كاهش م  

 RTج يبـالاخره نتـا   شـود و  ين القا ميز مرفي پس از تجويسلول

PCRانين بيها با مرف  نشان داد، مواجهه سلولmRNA ن ي پروتئ
ن ضـد  يئ پروتmRNA انيش داده و بيرا افزاBax  آپيتوزي شيپ
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 ـقات پ يطبق تحق  بر .دهد ي را كاهش م   Bcl-2 ياپپتوز  Bax نيشي
 C توكرومي و آزاد شـدن س ـ     يتوكندري م يله اتصال به غشا   يبه وس 

 ـا. كند ي را القا ميمرگ سلول   ـجـه تحر ينت ن دري ك كاسـپازها و  ي
گر ياز طرف د  . باشد ي م ي اختصاص يها ني پروتئ يكاهش سوبسترا 

  و C توكروم  يقف آزاد شدن س    با تو  Bcl-2 ياپپتوز ت ضد يخاص
 ـ. باشد ي م Baxجاد شده توسط    ي ا يفعال شدن كاسپازها   ن يهمچن

Bcl-2 يسيت فاكتور رونو  ي فعال NFКB   تش در طول   ي را كه فعال
 ـ يابد را تضع  ي يش م ياپپتوز افزا  م از  يآزاد شـدن كلـس     ورده  ف ك

 ـ   يداتياثر استرس اكس    در يشبكه آندوپلاسم  . دهـد  يو را كاهش م
 سرنوشـت زنـده     Bcl-2/Bax ترسد كه  نسب    ينظر م  هن ب يبنابرا

 ـينقـش ل   گريبخش د  در]. 10 [كند يرا مشخص م  ول  ماندن سل  م يت
 يبررس مورد   ،نيجاد شده توسط مرف   ي ا يدر ممانعت از مرگ سلول    

 ـپ درمـان و   ن اسـتفاده را در    يشتريم ب يتيل. گرفت قرار   از يريشگي
ن اثـر   يق ا ي دق سمين وجود هنوز مكان   ي دارد با ا   ياختلالات دوقطب 

 اثر ياديمطالعات ز. طور كامل شناخته نشده استه م بيتي لييدارو
 را  ي در برابر مـرگ سـلول      ي عصب يها م در محافظت از سلول    يتيل

 يهـا   گرانـول  يهـا  م سلول يتيقات نشان داده ل   يتحق. دهد ينشان م 
 يكيت تحريسم  از ي ناش يمرگ سلول  را در برابر  ) CGCs (يمغز

 ـرسد ا  يكند كه به نظر م     يمگلوتامات محافظت    ن محافظـت در    ي
 جينتا]. 11 [باشد يم م ي ورود كلس  با NMDA يها رندهياثر مهار گ  

 ـ ب برم  يتي ل ها با   سلول  مدت يمطالعه ما نشان داد مواجهه طولان      ان ي
 ـ نظ ي موثر در مرگ سلول    يدي كل يها ژن  مـوثر   Bcl-2  و Baxر  ي

 ـيها با ل   درمان سلول  شيپ روز 3-5حداقل   .است ي  القـا  يم بـرا  يت
چنـد  ( كوتاه مدت    مواجهه .است ي ضرور ين اثر محافظت  يكامل ا 
 ـيل ي بـالا  ياه  ن غلظت ي روز و همچن   7ش از   يا ب ي )ساعته  اثـر   ميت
 مواجهـه   از طـرف ديگـر     .اسـت  يسـم  يحت  نداشته و  يمحافظت
ان ي ب اثري برييبه تنها تريمول بر ل يليم 2/1د يكلرام يتيل ها با سلول
ه ج ب ي نتا .ندارد  Bcl-2 ي و ژن ضد اپپتوز    Bax ياپپتوز شيژن پ 

در  مختلـف  يهـا  در سـاعت مـا نـشان داد   دست آمده از مطالعه   
 ـب وش داده يرا افـزا  Bax يها ان ژنيب ن بريساعت اول مرف    6 ان ي
 سـاعت   24  و 12 يها  در زمان  يول. دهد يرا كاهش م   Bcl-2 ژن
 ـ  ج مطالعات گذشته  ين نتا يا. ن رفته است  ياز ب  اثرن  يا  بـر   ي را مبن
د يي است را تا   ييه قابل شناسا  ي در ساعات اول   يان ژن ي ب ينكه القا يا
تـوان بـه     ي ساعت را م   12 پس از    mRNAكاهش سطح   . كند يم

 ،هـا  ن مـدت ژن ين پس از ا يهمچن.  نسبت داد  mRNA يداريناپا
ا ه شتر ژنيان بي بييبه طرف اپپتوز رفته و تواناها  ان شده و سلوليب

 يها  سلول يرات سطح غشا  يي و با توجه به تغ     هندد يرا از دست م   
پـس از   .  هـستند  يين سلول قابل شناسـا    يك با آزمون انكس   ياپپتوت

با آزمون   ده و ي رس يها به مراحل آخر مرگ سلول      ساعت سلول  24

MTT ـمكان . هـستند  ييز قابـل شناسـا    ي ن   ييايميوش ـي ب يهـا  سمي
 ريي تغ ،اتتول فسف ينوزيمصرف ا  د و يتول مهارشامل  م  يتي ل ياحتمال

نـاز  ين ك يپروتئ  و Gن  يئپروت بر  و اثر  يم داخل سلول  يغلظت كلس 
C يز مانند اثردرمـان   يم ن يتي ل يمحافظت ق اثر يسم دق يمكان .باشد يم 

م يالبتـه مهـار آنـز     . طـور واضـح مـشخص نـشده اسـت         ه  آن ب 
 ـ -6 و 1-ك فروكتوز يگلوكوژن تـول  ينوزيم ا ي فـسفات و آنـز     يب

 ـات فسفيتول پلينوزيمونوفسفات وا  ـ1   گزارش شـده   فسفاتاز   
 ـ   Baxطور مثبـت    ه   ب P53ن مولكول   يهمچن. است طـور  ه   را و ب
 ـي از ل  يرات ناش ييتغ نيبنابرا. كند يم م ي را تنظ  Bcl-2 يمنف م در  يت
 ـجـه مهـار ب    ي در نت  تواند يم Bcl-2 و   Bax يها ان ژن يب  P53ان  ي

ن ايش بيافزا  وBax اني كاهش بيز به خوبيمطالعه ما ن]. 12 [باشد
Bcl-2   د را نشان داد   ي كلرا ميتيدرمان ل  شين متعاقب پ  ي در اثر مرف. 

ن ي مـرف  يكي خواص فارماكولوژ  ني تداخل ب  ي برا يادي ز يها نهيزم
صورت  ه   ب يوانيمطالعات ح  ن تداخلات در  يا. م وجود دارد  يتيو ل 

 و خـواص    يك ـي خـود تحر   ، مقاومـت  ،يـي اد دارو ياعت تداخل در 
 ـ   يبرخ]. 14،  13 [باشد ين م يمرف يدرد ضد   بـر  ي گزارشـات مبن

 ـيل.  وجـود دارد   يـي  دارو يادهايدرمان اعت  م در يتياستفاده از ل   م يت
 ـها و آنتاگون   ستيل آگون يتما تواند بر  يم  ين بـرا  ي مـرف  يهـا  ستي

 ـا. شان موثر باشد  يها رندهياتصال به گ    ـاثـر تغ   د در ين شـا  ي در  ريي
 ـوئي اپ يهـا  رندهيل گ يل تما يا تعد يها    رندهي گ ييشكل فضا  ا بـه   دهي

 ـ ح يها در مدل ]. 15 [ باشد ي داخل يديوئي اپ يدهايپپت  ـي ل يواني م يت
 ـ ي در مغز را افـزا     ي داخل يدهايوئيآزاد شدن اپ    ـيل. دهـد  يش م م يت

تـول ماننـد    ينوزي مـوثر در سـاخت و چرخـه مجـدد ا           يها ميآنز
 ـينوزيا تول مونوفسفاتاز وينوزيا  ـفـسفات  يتول پل را   فـسفاتاز 1  

 ـش ذخ باعث كـاه  ن  ي ا .كند يمهار م  تـول  ينوزيا تـول و  ينوزيره ا ي
تـول  ينوزيز ا يدروليم ه يتيضمن ل  در. شود ي م فسفات در سلول   يتر

ن هـم  ين مرفيعلاوه بر ا. كند يم را مهار ميفسفات وابسته به  كلس   
 دارو دو و تـداخل     ]16 [استتول موثر ينوزيا  سوخت و ساز   يرو
 يرواحـدها ي ز با مهار م  يتيلن  يهمچن. فتدي اتفاق ب  جاني در ا  تواند يم

 ـ يتـشك كلاز  يس ـ ليلي آدن يكيتيكاتال  يكلاز حلقـو  يلات س ـ يل آدن
)cAMP(   م تجمع   يتين ل يبنابرا. كند ي را مهار مcAMP از ي ناش ـ  

ن نقاط مـشترك، تـداخل      يا. كند ين را مهار م   ي مرف يها ستيآگون
  ].17 [كند يه ميم را توجيتيل ن وين مرفيب

  
  يريگ جهينت

 سلولي توسـط مـرفين را       مرگ يروند القا تواند   ليتيم مي 
 ادي به احتمال ز  . را كاهش دهد   مرگ سلولي زان  يوده و م   نم متوقف

  Bcl-2وBax  يها ان ژنيبر بن يم با تداخل در اثر مرفيتياثر لن يا
 ـمطالعـات ب   با ن اثر ي ا دييالبته در صورت تا   . باشد يم د يشـا شتر  ي

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
26

 ]
 

                               6 / 7

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-66-en.html


  صاحبقرانينجاتي و                                                                              مرفيناثرات محافظتي ليتيم در برابر مرگ سلولي ناشي از

 )7(

 يها ن بر سلول  ي از اثرات مخرب مرف    يري جلوگ يم برا يتيبتوان از ل  
   .نموداستفاده  يعصب

  
  يقدردان تشكر و

ار محتـرم گـروه    ي دانش ي خوانسار ياز دكتر محمود قاض   

 ـي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران   فارماكولوژ  راي ب
ن مطالعـه كمـال تـشكر را        يغ در انجام ا   يدر يت ب يماحمشاوره و   

 ،ي دانـشكده پزشـك    يپرسنل گروه فارماكولوژ  از  ن  يهمچن. ميدار
 ـمونوژنتيگـروه ا   و ي دانـشكده داروسـاز    يوتكنولوژيروه ب گ ك ي

  .ميينما يمقدرداني  تهران ي پزشكمدانشكده بهداشت دانشگاه علو
  

References:  
  

[1] Lawen A. Apoptosis-an introduction. Bioessays 2003; 25: 888-896. 
[2] Pravin C. Singhal AA. Kapasi N. Franki K. Morphine induced macrophage apoptosis: The role of 
transforming growth factor– β. Immunology 2000: 7-62 
[3] Nestler EJ. Hope BT. Widnel KL. Drug addiction: a model for the molecular basis of neural plasticity. 
Neuron 1993: 11: 995-1006. 
[4] Schou M. Lithium Treatment of Manic-depressive Illness: A Practical Guide, Karger: Basel: 1998: 6 th edn. 
[5] Thuile J. Even C. Guelfi JD. Mixed states in bipolar disorders: a review of current therapeutic strategies 
Encephale. 2005; 31: 5 Pt 1: 617-623. 
[6] Wen-Pei Tseng1 and Shoei-Yn Lin-Shiau1,2. Long-term Lithium Treatment Prevents Neurotoxic Effects of 
-bungarotoxin in Primary Cultured Neurons. Journal of Neuroscience Research 2002; 69: 633-641. 
[7] Ren-Wu Chen. De-Maw Chuang. Long term lithium treatment suppresses p53 and Bax expression but 
increases Bcl-2 expression. The journal of biological chemistry 1999; 10: 6039-6042.  
[8] Oliveira MT. Rego AC. Morgadinho MT. Macedo TR. Oliveira CR. Toxic effects of opioid and stimulant 
drugs on undifferentiated PC12 cells. Ann N Y Acad Sci 2002; 965: 487-496. 
[9] Mao J. Sung B. Ji RR. Lim G. Neuronal Apoptosis Associated with Morphine Tolerance: Evidence for an 
Opioid-Induced Neurotoxic Mechanism. The Journal of Neuroscience 2002; 22: 7650-7661. 
[10] Chan YM. Wu W. Yip HK. So KF. Oppenheim RW Caspase inhibitors promote the survival of avulsed 
spinal motoneurons in neonatal rats. NeuroReport 2001; 12: 541-545. 
[11] Nonaka S. Hough CJ. Chuang DM. Chronic lithium treatment robustly protects neurons in the central 
nervous system against excitotoxicity by inhibiting N-methyl-D-aspartate receptor-mediated calcium influx. 
Proc Natl Acad Sci U S A 1998; 95: 2642-2647. 
[12] Corbella B. Vieta E. Molecular targets of lithium action. Acta Neuropsychiatrica 2003: 15: 316-340. 
[13] Liebman JM. Segal DS. Lithium differentially antagonises self-stimulation facilitated by morphine and (+) 
-amphetamine. Nature 1976; 260: 161-163. 
[14] Johnston IN. Westbrook RF. Inhibition of morphine analgesia by lithium: role of peripheral and central 
opioid receptors. Behav Brain Res 2004; 151: 151-158. 
[15] Jasinski DR. Nutt JG. Haertzen CA. Grifith JD. Bunney WE. Lithium: effects on subjective functioning 
and morphine-induced euphoria. 1977; 195: 582-584. 
[16] Standifer KM. Pasternak GW. G proteins and opioid receptor-mediated signalling. Cell Signal 1997; 9: 
237- 248. 
[17] Mork A. Geisler A. The effects of lithium in vitro and ex vivo on adenylate cyclase in brain are exerted by 
distinct mechanisms. Neuropharmacology 1989; 28: 307-311 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
26

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-66-en.html
http://www.tcpdf.org

