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بررسي اثر MK-801 بر درد حاد و مزمن در موش صحرايي نر

منصوره اسلامي 

چكيده 

زمينه و هدف: گيرنده‌هاي اسيدآمينه‌هاي تحريكي (Excitatory Amino Acids: EAAs) داراي اعمال گسترده‌اي مي‌باشند كه يكي از اثرات احتمالي آنها در درد مي‌باشد؛ اگرچه در مورد نقش اين اسيد آمينه‌ها (يعني N- متيل D- آسپارتيك اسيد يا  N- methyl D-aspartic Acid (NMDA) بر درد حاد و مزمن نتايج متفاوتي گزارش شده است ولي بيشتر مشاهدات بر اين امر دلالت دارند كه گيرنده NMDA در پيشرفت و افزايش درد به دنبال آسيب عصبي و بافتي نقش اساسي دارد. مطالعه حاضر با هدف بررسي اثر مقادير مختلف MK-801 (آنتاگونيست غير رقابتي گيرنده NMDA) بر درد حاد و مزمن در موش صحرايي انجام شد.
روش بررسي: در اين مطالعه تجربي، از فرمالين به عنوان يك محرك شيميايي كه تزريق زير پوستي آن درد دو مرحله‌اي حاد و مزمن را ايجاد مي‌كند، استفاده شد؛ به منظور بررسي تأثير MK-801 بر درد حاصل از اين ماده، از موشهاي صحرايي نر به وزن 250-300 گرم و در هر گروه 6 موش استفاده شد. 20 دقيقه قبــل از انجام آزمايش فرماليـــن، غلظتهاي مختلــف MK-801 (mg/kg 45/0 و 3/0، 15/0، 1/0 و 075/0) به طريق داخل صفاقي به موشها تزريق شد (گروه مورد)؛ به نمونه‌هاي گروه شاهد سالين 9/0% تزريق گرديد؛ سپس عكس‌العمل نسبت به درد ناشي از فرمالين، از رتبه 0-3 ثبت شد. اطلاعات به دست‌آمده با استفاده از آزمونهاي آماري ANOVA و Tukey مورد تحليل قرار گرفتند.
يافته‌ها: MK-801 در مقدار بالاتر از mg/kg3/0 درد حاصل از فرمالين را در مرحله اول (001/0P<) و در مقادير بالاتر از mg/kg1/0 در مرحله دوم تسكين داد (05/0P<) و با مقدار mg/kg45/0 اثر بيشتري نشان داد (001/0P<) اين مقدار با ساير مقادير MK-801 نيز اختلاف معني‌داري داشت (05/0P<). در اين غلظت افزايش حركات نيز مشاهده گرديد. 

ننتيجه‌گيري: اين تحقيق نشان داد كه MK-801 موجب كاهش درد حاد و مزمن مي‌شود؛ بنابراين گيرنده NMDA در روند درد نقش اساسي دارد. 
كليد واژه‌ها: اسيد آمينه‌هاي تحريكي؛ MK-801؛ آزمايش فرمالين؛ درد حاد؛ درد مزمن 

افق دانش؛ مجله دانشكده علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني گناباد (دوره 10؛ شماره 2؛ سال 1383)

مقدمه 

درد يك روندآگاه‌كننده و ناخوشايند است. با وجود انجام تحقيقات زيادي در جهت تسكين درد، راه حل واحدي ارائه نشده است كه شايد به علت فرايندهاي متعددي است كه در اين پديده دخالت دارند. يكي از ابعادي كه در توجيه روند درد مطرح است، اسيد آمينه‌هاي تحريكي مانند گلوتامات و آسپارتات مي‌باشند كه در سيستم عصبي مهره‌داران يافت شده‌اند. (2،1). آسپارتات و گلوتامات نورترنسميترهاي تحريكي مهمي در سيستم عصبي مركزي هستند (4،3). 

گيرنــده‌هاي اسيد آمينه‌هاي تحريكي به دو نوع گيرنده‌هاي NMDA (N متيل D- آسپارتات) وNon- NMDA تقسيم مي‌شوند. گيرنده‌هاي NMDA به مقدار فراواني در هيپوكامپ وجود دارند (5). بررسيهاي اخير نشان داده‌اند كه اسيد آمينه‌هاي تحريكي كه در سطح گيرنده‌هاي NMDA عمل مي‌كنند، در پاسخ درد ناشي از فرمالين دخالت دارند. تزريق فرمالين موجب آزادشدن گلوتامات و آسپارتات در شاخ خلفي نخاع مي‌گردد (2). 
آنتاگونيست‌هاي گيرنده NMDA به دو دسته آنتاگونيست‌هاي رقابتي و غيررقابتي طبقه‌بندي مي‌شوند. در اين تحقيق اثر مقادير مختلف MK-801 (آنتاگونيست غير رقابتي گيرنده NMDA) بر درد حاد و مزمن در موش صحرايي بررسي گرديد و از فرمالين به عنوان محرك شيميايي ايجادكننده درد استفاده شد. 

روش بررسي
در اين مطالعه تجربي، از موش‌هاي صحرايي نر به وزن 250-300 گرم استفاده شد؛ از نمونه‌ها در قفسهايي به گنجايش 4 موش نگهداري شد و آب و غذا به ميزان كافي در اختيار آنان گذاشته شد. 
نور محل نگهداري به ميزان طبيعي و به صورت 12 ساعت روشنايي و 12 ساعت تاريكي رعايت گرديد. درجه حرارت اتاق 1±23 درجه سانتيگراد بود. حيوانات يك ساعت قبل از آزمايش به آزمايشگاه آورده شدند و به طور تصادفي به گروههاي مورد و شاهد تقسيم شدند. در هر گروه 6 موش مورد بررسي قرار گرفت. به گروه مورد به ترتيب مقادير MK-801 (mg/kg 45/0 و 3/0، 15/0، 1/0، 075/0) و به گروه شاهد سالين 9/0% به طريق داخل صفاقي تزريق شد. 20 دقيقه بعد بر روي هر گروه آزمايش فرمالين انجام شد؛ بدين منظور طبق روش Dubisson و Dennis 50 ميكروليتر محلول فرمالين 1% به كف پاي چپ موش تزريق گرديد (6)؛ سپس حيوان به جعبه مخصوص آزمايش منتقل شد و رتبه دهي به رفتارهاي درد حيوان از 0-3 آغاز شد. هر حيوان در اين جعبه مخصوص به مدت يك ساعت مورد بررسي قرار گرفت و هر 15 ثانيه يك بار رتبه درد مشاهده و ثبت گرديد. به طور قراردادي و با توجه به علائم درد، 5 دقيقه اول آزمايش فرمالين را مرحله درد حاد و حدود10-15دقيقه كه تقريباً حيوان با درد بسيار كمتري روبه‌رو بود، مرحله اينترفاز و از دقيقه 20-60 مرحله درد مزمن در نظر گرفته شد (6).
اطلاعات جمع‌آوري‌شده با استفاده از آزمونهاي آماري ANOVA و Tukey مورد تحليل قرار گرفتند. 05/0P< به عنوان سطح معني‌داري در نظر گرفته شد.
يافته‌ها
MK-801 با ميزان بالاتر از mg/kg 3/0 موجب كاهش درد حاد شد (001/0P<) (نمودار 1)؛ همچنين MK-801 در مقادير بالاتر از mg/kg 1/0 موجب كاهش درد مزمن ‌شد (05/0P<) (نمودار 2)؛ مقدار mg/kg45/0 اختلاف بيشتري را نسبت به گروه شاهد نشان داد (001/0P<). اين مقدار با ساير مقادير MK-801 نيز داراي اختلاف معني‌دار آماري بود (05/0P<). 
براساس مقادير مختلف MK-801 و ميانگين رتبه‌هاي درد، منحني پاسخ ميزان MK-801 در مرحله اول و دوم نيز رسم گرديد (نمودارهاي 3 و 4). 
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نمودار 1- اثر دوزهاي مختلف MK-801 بر درد حاد
[image: image3.emf]  در درد حادMK-801منحني پاسخ دوز
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نمودار 2- اثر دوزهاي مختلف MK-801 بر درد مزمن
بحث و نتيجه‌گيري 

اسيدآمينه‌هاي تحريكي داراي خاصيت ايجاد كننده درد بخصوص در طناب نخاعي هستند. يكي از انواع گيرنده‌هاي اسيدآمينه‌هاي تحريكي، گيرنده NMDA مي‌باشد. از بررسي اثرات اين گيرنده بر روي درد نتايج متناقضي گزارش شده است؛ بنابراين مي‌توان دريافت كه روند اثر اين گيرنده بسيار پيچيده است. در اين تحقيق آزمايش فرمالين به دليل تشابه بيشتري كه با دردهاي كلينيكي دارد، انتخاب شد. نتايج نشان داد كه MK-801 در مقدار بالاتر از mg/kg3/0 درد حاد را (001/0P<) و در مقادير بالاتر ازmg/kg 1/0 درد مزمن را تسكين مي‌دهد (05/0P<) كه مقدار mg/kg 45/0 نسبت به گروه شاهد اختلاف بيشتري داشت (001/0P<).
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نمودار 3- منحني پاسخ دوزMK-801 در درد حاد

نمودار 4- منحني پاسخ دوز MK-801 در درد مزمن
نتايج تحقيق Berrino و همكاران در سال 2003، نيز تأييدكننده اثر تسكين‌دهنده درد MK-801 مي‌باشد؛ در مطالعه اين محققان، MK-801 با ميزانهاي 01/0 و 
mg/kg 025/0 در موش سوري موجب كاهش درد مزمن شد (2). گزارش شده است كه تزريق فرمالين موجب آزاد شدن گلوتامات و آسپارتات در شاخ خلفي نخاع مي‌گردد (4،3). با اضافه كردن MK-801، پاسخ نرون‌هاي شاخ خلفي به تزريق زيرجلدي فرمالين كاهش مي‌يابد (8،7،2). گلوتامات در بيشتر فيبرهاي عصبي C كه در بردارنده ماده P هستند وجود دارد. تحريك فيبرهاي آوران دردزا در محيط ممكن است موجب آزاد شدن تعدادي از پپتيدها به همراه اسيد آمينه‌هاي تحريكي در طناب نخاعي شود. 
آزادشدن همزمان پپتيدها با اسيد آمينه‌هاي تحريكي در دپلاريزاسيوني كه توسط گيرنده Non-NMDA ايجاد مي‌شود و به اين وسيله مهار منيزيم را از روي كانال بر مي‌دارد، شركت مي‌كند؛ بنابراين اسيدآمينه‌هاي تحريكي و پپتيدها با هم اما از طريق فرايندهاي غير وابسته به هم عمل مي‌كنند (1). در مورد روند اثر گيرنده NMDA بر درد نظرات متفاوتي مطرح شده است. به نظر مي‌رسد كه پروتئين Fos ماده‌اي است كه در سطح سلول تنظيم‌كننده روندهايي است كه به تغييرات ماندگار نوروني مي‌انجامد (5). 

همچنين مطرح شده است كه گيرنده NMDA با پيامبرهاي ثانويه متعددي نظير اينوزتيول تري فسفات 
(IP3)، آدنوزين منوفسفات حلقوي (CAMP) و گوانوزين منوفسفات حلقـوي (CGMP) ارتبـاط دارد (4،3)؛ همچنين احتمال اين كه تزريق فرمالين باعث تحريك گيرنده‌هاي NMDA شود و سپس از طريق تداخل با پيامبرهاي ثانويه و ثالث درون سلولي (پروتئين‌هايي نظير Fos) موجب تغييرات ماندگار در عمل نوروني CNS شود، مطرح گرديده است (1). 

بنابراين مي‌توان نتيجه گيري كرد كه MK-801 به عنوان يك مهاركننده درد قابل طرح است؛ البته براي پيشنهاد كاربرد باليني آن به بررسيهاي گسترده‌تري نياز است. 

تشكر و قدرداني
اين تحقيق با حمايت مالي معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام شد؛ بدين وسيله مراتب تشكر و قدرداني اعلام مي‌گردد؛ همچنين از جناب آقاي دكتر فتح اللهي و تمامي اساتيد و عزيزاني كه به نحوي در جهت پيشبرد اهداف اين تحقيق، همكاري نمودند، تشكر مي‌شود. 
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Effect of MK- 801 on acute and tonic pain 
in male rats

Eslami M. *

Abstract:

Background and Aim:  Excitatory amino acid receptors (EAAs) play vast roles of which a possible application has been suggested as nociceptive neurotransmitters. Although studies on the role played by EAAs eg. N- methyl- D- aspartic acid (NMDA) in acute and tonic pain has shown controversial results most studies attribute a critical role to NMDA receptor in the development of persistent pain and secondary hyperalgesia following nerve and tissue injury. The aim of the present study was to evaluate the effects of MK-801 on acute and tonic pain in rats.

Materials and Methods: In this experimental study formalin was used to produce acute and tonic pain. In order to examine the effects of MK-801 as a non- competitive antagonist of NMDA receptor on formalin test male rats weighing 250-300gr were used. Each group contained 6 rats. 

Twenty minutes before formalin test, the rats were injected with different concentrations of MK-801 (0.075, 0.1, 0.15, 0.3, 0.45 mg/kg) i. P; the control group was injected with saline 0.9%. Reaction against pain was recorded as 0-3. Data were analyzed using ANOVA and Tukey’s tests.

Results: It was shown that MK-801 at doses more than 0.3 mg/kg significantly reduced pain behavior during the first phase (P<0.001) and MK-801 at doses more than 0.1 mg/kg significantly reduced formalin induced pain behavior during the late phase (P<0.05) Mk-801 at 0.45 mg/kg had the most significant effect (P<0.001). Showing significant differences with other doses (P<0.05); moreover high doses of MK-801 (0.45 mg/kg) increased motivation in rats. 

Conclusion: These results suggested that MK-801 the non- competitive antagonist of N- methyl D- Aspartic acid receptor (NMDA), could decrease acute and tonic pain. Therefore NMDA receptor plays an important role in pain. 
Key Words: Excitatory amino acids (EAA); MK-801; Formalin test; Acute pain; Tonic pain
*Faculty Member, Department of Physiology, Faculty of Para-medicine, Shahid Beheshti University of Medical Sciences 
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