
  

  ريز و متابوليسم ايران ي غدد درون مجله

  دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد بهشتي

  )۱۳۹۱دي  (۴۸۴ ـ ۴۹۱هاي   ، صفحه۵ي  ، شمارهي چهاردهم دوره

  

  

،  D-Lys3- GHRP-6 اثرات ضد چاقي پپتيد سازوكارهاي

  هاي صحراييموشدر  GHSRي  آنتاگونيست گيرنده
  

  همايون خزعلي، فريبا محمودي

هران، اوين، دانشگاه شهيد ت: ي مسئول ي نويسنده نشاني مکاتبه  دانشگاه شهيد بهشتي،، علوم زيستيي  دانشکدهگروه فيزيولوژي،

   e-mail: hkhazali@hotmail.comي علوم زيستي، طبقه دوم، انتهاي راهرو، جنب دفتر گروه، همايون خزعلي؛ بهشتي، دانشكده

  

  

  چكيده
گرسنگي يا . کنندرا بيان مي) GHSR-Ia(ي سکروتاکوک هورمون رشد   گيرندهY (NPY) نوروپپتيدهاينورون: مقدمه
-Dپپتيد . شود غذا ميدريافت سبب افزايش NPY افزايش بيان  وGHSR-Iaي   از راه اتصال به گيرندهگرلينتزريق 

Lys3- GHRP-6ي  آنتاگونيست گيرنده GHSR-Iaپژوهش حاضر،هدف . شود است و سبب کاهش اشتها و وزن بدن مي 
 . استبا محروميت غذايي يهاي صحراي موش در D-Lys3- GHRP-6 مولکولي اثرات ضد اشتهايي سازوكاربررسي 

را  ) نانومول۲۰ يا D-Lys3- GHRP-6 )۲  يابه ترتيب سالينبا محروميت غذايي   موش صحرايي۱۵: هامواد و روش
ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين با . گيري شداندازهدر يک ساعت بعد از تزريق  غذا دريافتميانگين . دريافت کردند

 ۱۵ .بررسي شد RT- PCRبا استفاده از روش نيمه کمي  در هيپوتالاموس NPY ژن  ميزان بيان. تعيين شدRIAروش 
 روز دريافت ۹ را به مدت  ) نانومول۲۰ يا D-Lys3- GHRP-6) ۲ در سه گروه روزانه دو بار سالين يا موش صحرايي

دار ميانگين غلظت  معني سبب افزايشمحروميت غذايي: هايافته . تعيين شد۱۰ و ۷، ۳، ۱کردند و وزن بدن در روزهاي 
-Dاز نانومول  ۲دوز .  سير شدهاي صحرايي موش در مقايسه با NPY غذا و بيان دريافتپلاسمايي گرلين، ميانگين 

Lys3- GHRP-6غذا و بيان دريافتداري در غلظت گرلين،  تغيير معني NPY با  هاي صحرايي موش در مقايسه با
 را در مقايسه با NPY غذا و بيان دريافتغلظت گرلين،  نانومول ۲۰ه دوز  در حالي ک، ايجاد نکردمحروميت غذايي

 D-Lys3- GHRP-6: گيرينتيجه). P>۰۵/۰( داري کاهش داد به طور معنيبا محروميت غذايي هاي صحرايي موش
 و دماينمال  اعهومئوستازي انرژي تداخل با پپتيدهاي دخيل در تنظيم راهاحتمال دارد اثرات ضد اشتهايي خود را از 

  .اي براي درمان چاقي باشدهدف اميدوارکنندهاحتمال دارد اين 
  

  ، محروميت غذاييNPY ،D-Lys3- GHRP-6گرلين،  :واژگان كليدي

  ۱۲/۴/۹۱:  ـ پذيرش مقاله۷/۴/۹۱: ـ دريافت اصلاحيه۲۳/۱/۹۱: دريافت مقاله
  

  مقدمه

هيپوتالاموس جايگاه اصلي براي تنظيم اشتها، وزن بدن 

 روي سطح بيان پژوهشبالانس انرژي است و و 

نوروپپتيدهاي هيپوتالاموسي يک هدف فارماکولوژي بالقوه 

 اسيد ۲۸ گرلين پپتيد ۱.شودبراي درمان چاقي محسوب مي

 هنگام گرسنگي به طور عمده در معده و  بهاي است کهآمينه

 و ساير نواحي يهيپوتالاموسهاي هستهبه طور متوسطي در 

ي  شود و به عنوان ليگاند آندوژن براي گيرندهميبدن سنتز 

نشان  .کندعمل مي) GHSR-Ia( سکروتاکوک هورمون رشد

داده شده سطح پلاسمايي گرلين قبل از غذا افزايش يافته و 

 گرلينتزريق محيطي يا مرکزي  و ۲،يابدبعد از غذا کاهش مي

 افزايش بيان راهعلاوه بر افزايش ترشح هورمون رشد، از 

NPY غذا و وزن بدن در انسان دريافت سبب افزايش ميزان 

مشخص  قبلي هاي پژوهش ،چنين  هم۳،۴.شودو جوندگان مي

 افزايش يکساني در ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين اندکرده
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 كارانهمو همايون خزعلي    دهد  را کاهش ميNPY بيان D-Lys3- GHRP-6پپتيد  ۴۸۵

 

  

 ساعت محروميت ۲۴به هنگام تزريق داخل صفاقي گرلين يا 

  غذا در هر دو گروه بهدريافتغذايي ايجاد شده و ميزان 

پپتيد ) Y)NPY نوروپپتيد ۴.يابدميزان يکساني افزايش مي

 اسيدآمينه است و ۳۶ هيپوتالاموسي با ي اشتهازاي بالقوه

 و ۵ غذا را افزايش دادهدريافتتزريق اگزوژن آن ميزان 

 بيشتر ۶.شودتزريق مزمن آن در نهايت منجر به چاقي مي

ر ميزان پپتيدهاي دخيل در تنظيم بالانس انرژي اثرات خود ب

-  اعمال ميNPY تغييرات ميزان بيان راه غذا را از دريافت

 ترکيب سنتتيکي است که D-Lys3-GHRP-6 پپتيد ۴، ۷- ۱۰.کنند

و  ۱۱،۱۲ عمل کردهGHSR-Ia ي به عنوان آنتاگونيست گيرنده

 معده، ي تزريق محيطي يا مرکزي آن سبب کاهش تخليه

 يهايدر موش غذا و در نهايت کاهش وزن بدن دريافتميزان 

ن ـرليـا گـهاي سير تيمار شده ب يا موشبا محروميت غذايي

د پپتيد ــردنــ پيشنهاد کها ژوهشــپ هر چند اين ۱۳.شودمي

D-Lys3-GHRP-6اما هنوز ، براي درمان چاقي مفيد است 

 معلوم نيست اثرات ضد اشتهايي آن به دليل اثرات توکسيني

دارد که آن ميزان بيان اين ترکيب سنتتيک است يا احتمال 

.  غذا را تحت تاثير قرار دهددريافتپپتيدهاي دخيل در تنظيم 

-D-Lys3-GHRP عملکرد سازوكاربنابراين براي درک بهتر 

رات ـ حاضر، بررسي اثپژوهش در مسير اشتها، هدف 6

 بر ميانگين غلظت D-Lys3-GHRP-6ر مختلف ـمقادي

 NPYميزان بيان  غذا و دريافتپلاسمايي گرلين، ميانگين 

هاي  موشدر )  غذادريافتترين پپتيد مغزي دخيل در بالقوه(

  . ساعت محروميت غذايي است۲۴ با صحرايي

  هامواد و روش

  از نژاد ويستار) تعداد=۳۵(هاي صحرايي نر بالغ  موش

تهيه شده از مرکز تحقيقات علوم اعصاب دانشگاه شهيد (

 شرايط استاندارد  كه درگرم ۲۵۰ الي ۲۴۰به وزن ) بهشتي

 ساعت ۱۲ ي  و چرخهگراد ي سانتي درجه ۲۲±۲دماي (

)  صبح۷تاريكي با شروع روشنايي در ساعت / روشنايي

حيوانات به .  براي آزمايش انتخاب شدند،شدند داري مي نگه

 ساعت از غذا محروم شدند ۲۴جز هنگام شروع آزمايش که 

  .  داشتنددر تمام مدت آزمايش دسترسي آزاد به آب و غذا

عمل جراحي تحت بيهوشي با تزريق داخل صفاقي 

گرم به ازاي هر کيلوگرم وزن   ميلي۸۰(مخلوطي از كتامين 

) گرم به ازاي هر کيلوگرم وزن بدن  ميلي۱۰( و زايلسين )بدن

 gaugeكانول ساخته شده از سرسرنگ تزريقي . انجام شد

ه عدد كمك س  با استفاده از دستگاه استرئوتاكسيك و با۲۲

. پيچ عينك و سيمان دندانپزشكي در سطح جمجمه تثبيت شد

بر اساس اطلس واتسون و پاکسينوس، ميله مربوط به دندان 

تر از خط مربوط به  پايينمتر ميلي ۳/۳پيشين فوقاني، 

 هاي گوشي و نوك كانول در مختصات بطن سوم ميله

)۵/۶=DV ،۰/۰=ML ،۳/۲=AP (حيوانات بعد از . قرار گرفت

ها يك  هاي انفرادي برگردانده شدند و به آن راحي به قفسج

 ي  بعد از يک هفته دوره۱۴. بهبودي داده شدي هفته اجازه

 ۵در هر گروه ( گروه ۳ در موش صحرايي ۱۵بهبودي 

 ساعت محروميت غذايي به ترتيب تزريق ۲۴بعد از ) تعداد=

-D-Lys3پتيد نانومول پ ۲۰ يا ۲ مغزي سالين،  ـدرون بطني

GHRP-6 با استفاده از سرسرنگ ميکروليتر  ۵ را در حجم

اتيلني به   رابط پليي  لولهراه كه از gauge ۲۷دندانپزشكي 

 در ساعت ،وصل شده بودميکروليتر  ۵سرنگ هاميلتون 

 D-Lys3-GHRP-6)  Anaپپتيد .  دريافت کردند۹:۰۰ -۹:۳۰

Specدر موش صحرايي ۵. در آب مقطر حل شد) ـ آمريكا 

روه نيز که در تمام مدت آزمايش دسترسي آزاد به آب يک گ

سالين را از ميکروليتر  ۵و غذا داشتند به عنوان گروه کنترل 

مقادير استفاده . مغزي دريافت کردند ـ  تزريق درون بطنيراه

 بر اساس پژوهش حاضر در D-Lys3-GHRP-6شده 

 که نشان دادند تزريق ند پيشين انتخاب شدهاي بررسي

 سبب کاهش اشتها و D-Lys3-GHRP-6 ا مرکزي محيطي ي

 ساعت محروميت غذايي يا ۱۶هايي با وزن بدن در موش

چنين براي   هم۱۳.شودهاي سير تيمار شده با گرلين ميموش

موش  ۱۵ بر وزن بدن، D-Lys3-GHRP-6تعيين اثر 

به ترتيب تزريق ) تعداد =۵در هر گروه ( گروه ۳ در صحرايي

-D-Lys3پپتيد نانومول  ۲۰ يا ۲سالين،  مغزي  ـدرون بطني

GHRP-6 روزانه دو بار در ساعت ميکروليتر  ۵ را در حجم

 تزريق داخل راه روز از ۹ بعد از ظهر به مدت ۸ صبح و ۸:۰۰

قبل (  روز يکدربطن سوم مغزي دريافت کردند و وزن بدن 

 )يک روز بعد از آخرين تزريق (۱۰روز  و ۷، ۳، )تزريقاز 

  .تعيين شد

 ۲۴ ها موش غذا، دريافتگيري ميزان قبل از شروع اندازه

ساعت از غذا محروم شدند ولي دسترسي آزادانه به آب 

 غذا از دريافت غذا تعيين شد و ميزان ي وزن اوليه. داشتند

 کم کردن غذاي باقيمانده از مقدار غذاي اوليه در يک راه

زاد  در گروه با دسترسي آ۴.ساعت بعد از تزريق تعيين شد

بدون محروميت غذايي قبل و  غذا به غذا نيز ميزان دريافت

  .گيري شديک ساعت بعد از تزريق اندازه
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 ۴۸۶ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۱دي ، ۵ ي شماره, چهاردهمي  دوره

 

  

. آوري شدندهاي خوني با بريدن سر حيوانات جمعنمونه

هاي خوني از محلول  براي جلوگيري از انعقاد سريع نمونه

EDTAهاي پلاسمايي با استفاده از  نمونه.  استفاده شد

 دقيقه ۱۰در دقيقه به مدت  ۳۵۰۰تريفوژ  با دور دستگاه سان

تا زمان تجزيه گراد  ي سانتي درجه - ۲۰جدا شده و در دماي 

. داري شدند آزمايشگاهي براي تعيين غلظت گرلين نگه

ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين با استفاده از کيت سنجش 

تهيه شده توسط  mediagnost (موش صحراييويژه گرلين 

 تعيين RIAو با استفاده از روش )  آلمان،يار نورشرکت تابش

 کيت گرلين درون آزموني و برون آزموني. حساسيت. گرديد

  .بود% ۷و % ۵، ليتر نانوگرم در ميلي۰۴/۰به ترتيب برابر با 

 و ،جمجمه شكافته. بعد از بيهوشي سر حيوان جدا شد

سطح شکمي مغز به سمت بالا . مغز  بالافاصله خارج گرديد

حاوي متر ميلي ۴ار گرفته و برشي به ضخامت قر

از جلو از مجاورت اپتيک کياسما، از پشت تا (هيپوتالاموس 

 تالاموسي و به طور جانبي تا  ـمجاورت دستگاه پستاني

به  هيپوتالاموس جدا شده ۱۵.تهيه گرديد) شيار هيپوتالاموسي

 تا زمان -۸۰ و در دماي ، در نيتروژن مايع فريزسرعت

  .داري گرديد  نگهRNAج استخرا

 و pureZolهاي هيپوتالاموسي با استفاده از نمونه

 RNA.  هوموژن شدندbead mill homogenizerدستگاه 

ها با استفاده از کلروفرم، اپزوپروپانول و اتانول مطلق نمونه

 ,PureZol) Bio Rad دستورالعمل کيت براساس% ۷۵

U.S.A. (رسوب . استخراج شدRNAده در آب  استخراج ش

DEPC )حل شد و تا زمان سنتز ) شرکت سيناژنcDNA در 

 RNAغلظت . داري گرديد گراد نگه  سانتيي  درجه-۲۰فريزر 

. تعيين شدنانومتر  ۲۶۰ در RNAبا خواندن ميزان جذب 

 ۲۸۰ با خواندن ميزان جذب در RNAهمچنين، ميزان خلوص 

محاسبه  A۲۶۰A/۲۸۰ و بر اساس نسبت جذبنانومتر 

 ۲±۱۵/۰ برابر RNAهاي خالص اين نسبت براي نمونه. يدگرد

  . باشدمي

cDNAاز  ميکروگرم۵اي با استفاده از  تک رشته RNA 

 پليمراز وابسته به DNAمطلق، پرايمر پلي تيمين، آنزيم 

RNA و کيت سنتز cDNA ) ،مالزيvivantis ( اساسبر 

 Bioآمريكا، ( دستورالعمل کيت توسط دستگاه ترمال سايکلر

RAD (از آنجا که . سنتز شدβ- اکتين به طور پيوسته در 

تعيين سطح . شودهاي مختلف از جمله مغز سنتز ميبافت

mRNA آن توسط روش RT- PCR طبيعي  نيمه کمي براي

براي .  استفاده شدY نوروپپتيد mRNAهاي  نمونهنمودن

ي  درجه ۹۵ ي  چرخه۳۳ براي cDNAهاي  نمونه PCRانجام 

 ۳۰براي گراد  ي سانتي درجه ۵۸،  ثانيه۳۰براي گراد  سانتي

 در حجم نهايي  ثانيه۳۰براي گراد  ي سانتي درجه ۷۲و ثانيه 

 ۵(، cDNA template)  ميکروليتر۲( ميکروليتر شامل ۵۰

 MgCl2 mM)  ميکروليتر۵/۱(، PCR X۱۰بافر ) ميکروليتر

ر  ميکروليتر از ه۱(، dNTP Mix mM ۱۰)  ميکروليتر۱(، ۵۰

 ۱۰۰سنس پرايمرهاي سنس و آنتي) يک از پرايمرها

 U ۲۵/۱ DNA Polymerase)   ميکروليتر۲۵/۰(ميکرومولار، 

Taq  ،)۲۵/۳۸بر حسب دستورالعمل آب استريل )  ميکروليتر

و با استفاده از دستگاه ترمال ) Bio RADآمريكا، ( PCRکيت 

هاي توالي. تشديد ژني شدند) Bio RADآمريكا، (سايکلر

سنس اليگونوکلئوتيدي ويژه براي پرايمرهاي سنس و آنتي

β- اکتين و NPY به ترتيب برابر با β-actin sense: 5′-

GAAATCGTGCGTGACATTAAG-3′ and β-actin antisense: 

5′- GCTAGAAGCATTTGCGGTGGA -3′; NPY sense: 5′- 

TAGGTAACAAACGAATGGGG-3′and NPY antisense: 5′-

AGGATGAGATGAGATGTGGG -3′.محصولات  ۱۶،۱۷. است

β- اکتين و NPY ۵۱۱ از تشديد ژني به ترتيب به دست آمده 

 توسط PCRمحصولات .  جفت بازي هستند۳۵۱و 

- تراکم باندها با رنگ. آناليز شدند% ۱الکتروفورز ژل آگارز 

افزار  آميزي اتيديوم برومايد نمايان شده و توسط نرم

ImageJافزار  رم از ن دست آمدههاي به يافته.  کمي شدند

ImageJبه صورت واحدهاي اختياري بيان شد .  

 به هاي به دست آمده يافته: تجزيه و تحليل آماري

ها با استفاده  داده. ه شدندي اراانحراف معيار± ميانگينصورت

 آناليز مقادير تکراري آزمون ه،از آزمون جفت نشد

)repeated measurement analysis( افزار  و نرمآنووا، آزمون 

SPSSها با   ميانگين دادهي مقايسه. آناليز شدند ۱۶ي   نسخه

در تمام آناليزهاي .  توکي بررسي شد پست تستآزمون

  .دار گزارش شدند  معنيP>۰۵/۰ با ها يافتهآماري انجام شده 

  

  ها يافته

 با هاي صحرايي موشميانگين غلظت پلاسمايي گرلين در 

 با هاي صحرايي موشت به  ساعت محروميت غذايي نسب۲۴

 داري افزايش يافتدسترسي آزاد به غذا به طور معني

)۰۵/۰<P)(۱ نمودار.(   
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 كارانهمو همايون خزعلي    دهد  را کاهش ميNPY بيان D-Lys3- GHRP-6پپتيد  ۴۸۷

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 بـر  D-Lys3- GHRP-6 اثـر مقـادير مختلـف    -۱ نمـودار 
 بـا   هاي صحرايي     موشميانگين غلظت پلاسمايي گرلين در      

: Fed) تعـداد  = ۵در هر گروه    (  ساعت محروميت غذايي   ۲۴
 ساعت محروميت غذايي،    FD  :۲۴ي آزاد به غذا،     با دسترس 

 در † در مقايسه با گروه سالين با دسترسي آزاد به غـذا،        *
  سـاعت محروميـت غـذايي      ۲۴مقايسه با گروه سـالين بـا        

  گـروه ي  مقايسه‡، D-Lys3- GHRP-6 نانومول ۲وگروه
 ـ   D-Lys3-GHRP-6) نانومول ۲۰( ن بـا  ـ بـا گـروه سالي

  ).انحراف معيار±، ميانگينP>۰۵/۰(دسترسي آزاد به غذا 

 ميانگين D-Lys3-GHRP-6از پپتيد نانومول  ۲دوز 

 ۲۴ با هايي موشغلظت پلاسمايي گرلين را در مقايسه با 

 در ،ندادكاهش داري ساعت محروميت غذايي به طور معني

در اين گروه ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين در که  حالي

 آزاد به غذا به طور هايي با دسترسي مقايسه با موش

د ـيـ از پپتولـومــ نان۲۰دوز . داري افزايش نشان داد معني

D-Lys3-GHRP-6 ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين را در 

 ساعت محروميت غذايي ۲۴ با هاي صحرايي موشمقايسه با 

هاي ي بين گروه موش مقايسه. داري کاهش دادبه طور معني

-D) نانومول ۲۰(و گروه صحرايي با دسترسي آزاد به غذا 

Lys3-GHRP-6  نشان داد که از نظر ميانگين غلظت 

داري وجود پلاسمايي گرلين بين اين دو گروه اختلاف معني

 ۲۰(دارد، به طوري که ميانگين غلظت گرلين در گروه 

 از تر پائينداري به طور معني D-Lys3-GHRP-6) نانومول

ه غذا هاي صحرايي با دسترسي آزاد بگروه موش

     ).۱ نمودار)(P>۰۵/۰(بود

 تزريق در  از غذا در يک ساعت بعددريافتميانگين 

 ساعت محروميت غذايي نسبت به ۲۴ با هاي صحرايي موش

داري آزاد به غذا به طور معنيبا دسترسي هايي  موش

   ).۲ نمودار)(P>۰۵/۰( افزايش يافت

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 بـر  D-Lys3- GHRP-6 اثـر مقـادير مختلـف    -۲ نمـودار 
ــانگين  ــتمي ــق در  دریاف ــد تزري ــک ســاعت بع ــذا در ي  غ

در هـر   (  ساعت محروميت غذايي   ۲۴ با   هاي صحرايي   موش
 FD  :۲۴با دسترسي آزاد بـه غـذا،        : Fed .)تعداد = ۵گروه  

 در مقايسه با گـروه سـالين بـا          *ساعت محروميت غذايي،    
 ۲۴ در مقايسه با گروه سـالين بـا          †دسترسي آزاد به غذا،     

-D-Lys3 نــانومول ۲ گــروه  وســاعت محروميــت غــذايي
GHRP-6) ۰۵/۰<P انحراف معيار±، ميانگين(  

 ميانگين D-Lys3-GHRP-6از پپتيد نانومول  ۲ دوز 

تزريق را در مقايسه با از  غذا در يک ساعت بعد دريافت

داري  ساعت محروميت غذايي به طور معني۲۴با هايي  موش

ين گروه ميانگين دريافت غذا در در اکه   در حالي، ندادكاهش

هـايي با دسترسـي آزاد به غـذا به طور  مقايسه با موش

د ـاز پپتينانومول  ۲۰دوز . داري افـزايش نشـان داد معنــي

D-Lys3-GHRP-6 از غذا در يک ساعت بعددريافت ميانگين  

 ساعت محروميت ۲۴هايي با  موشتزريق را در مقايسه با 

ي بين گروه  مقايسه. داري کاهش دادغذايي به طور معني

 ۲۰(هاي صحرايي با دسترسي آزاد به غذا و گروه موش

 نشان داد بين اين دو گروه  D-Lys3-GHRP-6) نانومول

داري از نظر ميانگين دريافت غذا وجود ندارد اختلاف معني

)۰۵/۰<P)(۲ نمودار.(  

 در ۱۰ و ۷ها، ميانگين وزن بدن در روز  گروهتمامدر 

داري افزايش به طور معني)  تزريق ازقبل(قايسه با روز يکم

-D-Lys3از پپتيد نانومول  ۲دوز ). ۳ نمودار)(P>۰۵/۰(يافت 

GHRP-6 ميانگين وزن بدن را در مقايسه با گروه سالين به 

از نانومول  ۲۰ که دوز   حالي در،داري تغيير ندادطور معني

 در مقايسه با  ميانگين وزن بدن راD-Lys3-GHRP-6پپتيد 

 نمودار)(P>۰۵/۰( داري کاهش دادگروه سالين به طور معني

۳ .(  
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 ۴۸۸ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۱دي ، ۵ ي شماره, چهاردهمي  دوره

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 -D-Lys3اثـر تزريـق مکـرر مقـادير مختلـف       -۳ نمودار
GHRP-6      تعداد =۵در هر گروه    ( بر ميانگين وزن بدن(. * 

وه  در مقايسه بـا گـر      †،  )قبل تزريق (در مقايسه با روز يک      
  ).انحراف معيار±، ميانگينP>۰۵/۰( سالين

  

 هايي موش در هيپوتالاموس mRNA NPYفراواني سطح 

 با هايي موش ساعت محروميت غذايي نسبت به ۲۴با 

سطح . دسترسي آزاد به غذا به طور چشمگيري بالاتر است

mRNA β- که به عنوان کنترل داخلي استفاده شده ( اکتين

 و سطح يکساني در هيپوتالاموس  بالانسبيبه ميزان ) است

 با هايي موش ساعت محروميت غذايي و ۲۴ با هايي موش

   ).A ۴شکل (استدسترسي آزاد به غذا بيان شده 

 به دست آمده آناليز نيمه کمي تراکم باندهاي B ۴شکل 

 ۵هاي به دست آمده از ميانگين داده (ImageJافزار  از نرم

 نشان هاي يافته اگر چه .دهدرا نشان مي)  در هر گروهموش

 ،دهندهاي نسبي را نشان مي تخمينB ۴داده شده در شکل 

شود سطح  ملاحظه ميB۴  طور که در شکل ولي همان

mRNA NPY ۲۴ با هاي صحرايي موش در هيپوتالاموس 

 با دسترسي هايي موشساعت محروميت غذايي نسبت به 

  ).B ۴شکل ( بالاتر استداري آزاد به غذا به طور معني

A  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 در هيپوتالاموس   mRNA NPY فراواني سطح    -۴ نمودار
 ساعت محروميت غـذايي نـسبت    ۲۴ با    صحرايي هاي موش
 الکتروفورز  Aقسمت  . هايي با دسترسي آزاد به غذا     به رت 

 تـشديد شـده     NPY اکتـين و     -βهـاي   ژل آگارز بـراي ژن    
قسمت . دهد را نشان مي   RT-PCR  نيمه کمي  توسط روش 

B    ميانگين سطح NPY     را نـشان   ) تعـداد  = ۵( در هر گروه
.  کمـي شـده اسـت      ImageJافـزار    دهد که توسـط نـرم     مي

cDNA تــشديد شــده از mRNA β- اکتــين بــراي نرمــال 
 به صـورت    ها  يافته.  استفاده شده است   NPYکردن نتايج   

 ـواحدهاي اختياري ارا  + P meam>۰۵/۰( ه شـده اسـت  ي
SEM,.(  

  

 فراواني سطح D-Lys3-GHRP-6از پپتيد ل  نانومو۲دوز 

mRNA NPY ساعت ۲۴ با هايي موش در هيپوتالاموس 

 ساعت ۲۴محروميت غذايي را در مقايسه با گروه سالين با 

که    در حالي،داري تغيير ندادمحروميت غذايي به طور معني

 فراواني سطح D-Lys3-GHRP-6از پپتيد نانومول  ۲۰ دوز

mRNA NPYلاموس را در مقايسه با گروه سالين  در هيپوتا

   ).A ۵شکل ) (P>۰۵/۰( داري کاهش دادبه طور معني
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 كارانهمو همايون خزعلي    دهد  را کاهش ميNPY بيان D-Lys3- GHRP-6پپتيد  ۴۸۹

 

  

 از به دست آمده آناليز نيمه کمي تراکم باندهاي B۵شکل 

موش  ۵هاي به دست آمده از ميانگين داده (ImageJافزار  نرم

 يها يافتهاگر چه . دهدرا نشان مي)  در هر گروهصحرايي

- هاي نسبي را نشان مي تخمينB ۵نشان داده شده در شکل 

شود سطح  مي ملاحظهB۵ که در شکلطور   ولي همان،دهند

mRNA NPY ۲ که دوز هايي موش در هيپوتالاموس 

 نسبت ، را دريافت کردندD-Lys3-GHRP-6 از پپتيد نانومول

که سطح  در حالي. داري تغيير نکردبه گروه سالين به معني

mRNA NPY ۲۰ که دوز هايي موش در هيپوتالاموس 

 نسبت ، را دريافت کردندD-Lys3-GHRP-6 از پپتيد نانومول

  ).B۵شکل ( دادداري کاهش نشان به گروه سالين به معني

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 در هيپوتالاموس   mRNA NPYفراواني سطح    -۵ نمودار
 کـه    سـاعت محروميـت غـذايي      ۲۴ بـا     صحرايي هاي موش

را دريافت  D-Lys3- GHRP-6 نانومول از ۲۰ يا ۲مقادير 
.  ساعت محروميت غـذايي    ۲۴ با   هاي  موشنسبت به   کردند  
 اکتـين و    -βهـاي    الکتروفورز ژل آگارز براي ژن     Aقسمت  
NPY    نيمـه کمـي     تشديد شده توسط روش  RT-PCR  را 

 در هر گـروه     NPY ميانگين سطح    Bقسمت  . دهدنشان مي 
 ImageJافـزار   سط نـرم دهد که تو  را نشان مي  ) تعداد = ۵(

 اکتـين   -mRNA β تشديد شده از     cDNA. کمي شده است  
.  اسـتفاده شـده اسـت      NPY هاي  يافته کردن   طبيعيبراي  
 ـ به صورت واحـدهاي اختيـاري ارا       ها  يافته  ه شـده اسـت    ي

)۰۵/۰<Pانحراف معيار±، ميانگين(  

    بحث

 بررسي شد آيا اثرات ضد اشتهايي پژوهش حاضردر 

 به دليل اثرات توکسيني اين GHSR-Iaه آنتاگونيست گيرند

پپتيد است يا آن ممکن است در تنظيم ميزان بيان پپتيدهاي 

 ها يافته. دخيل در هومئوستازي انرژي دخالت داشته باشد

 هاي صحراييموش ساعت محروميت غذايي در ۲۴نشان داد 

سبب افزايش ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين شد که اين يافته 

 که افزايش يکساني را ، و پيشين استهاي ژوهشپ بر سو هم

در ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين به هنگام تزريق محيطي 

 چنين  هم ساعت محروميت غذايي گزارش کردند۲۴گرلين يا 

 غذا به دريافتو نشان دادند که در هر دو گروه ميانگين 

 مشخص پژوهش حاضر در ۴.يابدميزان يکساني افزايش مي

اعت محروميت غذايي سبب افزايش ميانگين  س۲۴شد که 

 سو هم شد که اين يافته نيز NPY غذا و ميزان بيان دريافت

 گرسنگي يا مشاهده گرديد و پيشين است هاي پژوهشبر 

 و NPY  سبب افزايش بيان GHSR-Ia ي  گيرندهراهگرلين از 

 مشخص شده ،چنين  هم۱۸-۲۲.شوند غذا ميدريافتدر نتيجه 

 يا NPYهاي ضد باديايي گرلين با تزريق آنتياثرات اشتهاز

  ۲۳.شود  بلوکه ميNPYهاي آنتاگونيست

 سبب D-Lys3- GHRP-6تزريق داخل بطن سوم مغزي 

هاي موش غذا و وزن بدن در دريافتکاهش ميانگين 

هاي پيشين است که  بر يافتهسو هماين يافته .  شدصحرايي

 D-Lys3- GHRP-6نشان دادند تزريق محيطي يا مرکزي  

 ۱۶.شودها ميسبب کاهش اشتها و وزن بدن در موش

 -D-Lys3 شد نشان داده پژوهش حاضر ، درچنين هم

GHRP-6سبب کاهش ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين شد ، 

تواند دليل قابل که اين کاهش در سطح گرلين پلاسما مي

 غذا دريافت بر D-Lys3- GHRP-6قبولي براي اثر مهاري 

 نشان داده که هنگام گرسنگي رزيرا به طور آشکا. باشد

و به طور متوسطي توسط گرلين به طور عمده توسط معده 

 اتصال راهسنتز و آزاد شده و از هاي هيپوتالاموسي هسته

 و در NPYهاي واقع روي نورون GHSR-Ia ي به گيرنده

 غذا و وزن دريافتسبب افزايش  NPYنتيجه افزايش بيان 

ميانگين غلظت پلاسمايي گرلين که   در حالي۳،۴،شودبدن مي

- بعد از مصرف غذا يا تزريق داخل وريدي گلوگز کاهش مي

  ۲،۲۴.يابد

 مولکولي عملکرد سازوكار پژوهش حاضر در ،چنين هم

دوز .  در مسير اشتها بررسي شدD-Lys3- GHRP-6مهاري 

دار ميزان   سبب کاهش معنيD-Lys3-GHRP-6 نانومول ۲۰

ترين محرک  مهمNPY مشاهده گرديده.  شدNPYبيان ژن 

-  در هستهNPYهاي  غذا بوده و نوروندريافتبراي افزايش 

 ي هيپوتالاموس به ميزان بالايي گيرنده) ARC( هاي آرکوئت

به طور   ۵،۶،۲۵کند را بيان ميGHSR-Ia ي گرلين يعني گيرنده

 پپتيدهاي محيطي و مرکزي دخيل در بيشترکامل ثابت شده 

يم اشتها و وزن بدن از جمله گرلين، لپتين، انسولين و تنظ
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ذا ـ غدريافتزان ـود بر ميـي يا مهاري خـغيره اثرات تحريک

ال ــ اعمNPYان ـش بيـزايش يا کاهـ افراهب از ـرا به ترتي

 مشخص شد که پژوهش حاضر هر چند در ۴، ۷- ۱۰.کنندمي

يل در هاي دخترين گيرندهيکي از مهم (GHSR-Ia ي گيرنده

گري اثرات گرسنگي يا هورمون گرلين بر افزايش  ميانجي

 و سطح پلاسمايي NPYتواند ميزان بيان مي)  غذادريافت

گرلين را تحت تاثير قرار دهد و اين مشاهدات اين فرضيه را 

 ممکن GHSR-Ia ي کنند که بلوکه کردن گيرندهتقويت مي

ولي . اي براي درمان چاقي باشداست هدف اميدوارکننده

 D-Lys3- GHRP-6براي درک بهتر اثرات فارماکولوژيکي 

شود که ارتباط اين پپتيد سنتتيک با ميزان بيان پيشنهاد مي

چنين سطح پلاسمايي   و هم،CRH و αMSH/CARTهاي ژن

ترين فاکتورهاي مهاري بر که همگي از مهم(لپتين و انسولين 

سمايي يا  غذا هستند و همواره بين سطح پلادريافتميزان 

ميزان بيان آنها با سطح پلاسمايي يا ميزان بيان گرلين و 

NPYتا ۴، ۷-۱۰،بررسي شود)  داردد رابطه معکوس وجو 

 درباره اثرات ضد چاقي ترکيب بيشتربتوان با قاطعيت 

  . صحبت کردD-Lys3- GHRP-6سنتتيک 

 نشان داد که پپتيد هاي پژوهش حاضر در كل يافته

 سبب کاهش ميانگين غلظت D-Lys3- GHRP-6سنتتيک 

 غذا در يک ساعت دريافتپلاسمايي گرلين، کاهش ميانگين 

هاي موش در NPYتزريق و کاهش ميزان بيان از بعد 

هاي به  يافته.  ساعت محروميت غذايي شد۲۴ با صحرايي

 که اثرات ضد نمود اين فرضيه را تقويت دست آمده

 دليل بر  احتمال دارد بهD-Lys3- GHRP-6اشتهازايي 

هومئوستازي کنش اين ترکيب با پپتيدهاي دخيل در تنظيم  هم

  .  باشدانرژي

، بهزادي دکتر سرکار خانمين وسيله از همکاري ه اب: يسپاسگزار

هاي سرکار خانم دکتر خداقلي و سرکار خانم نگار راهنمايي

قادرنژاد از مرکز تحقيقات علوم اعصاب دانشگاه شهيد بهشتي به 

هاي مولکولي کمال تکنيکگيري مغزي و برشي با دليل همکار

  .گردد ميتشکر و قدرداني 
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Abstract 
Introduction: Neuropeptide Y (NPY) neurons express growth hormone secretagogues receptor 

(GHSR-Ia). Fasting or ghrelin increases food intake by stimulating NPY gene expression via GHSR-
Ia. D-Lys3 -GHRP-6, a ghrelin receptor antagonist, decreases food intakes and body weight. The 
present study aimed to investigate the molecular mechanism of the anorexigenic effect of D-Lys3 -
GHRP-6 in food deprived rats. Materials and Methods: Fifteen food deprived rats (3 groups) 
received central injections of saline or D-Lys3 -GHRP-6 (2 or 20nmol) respectively and mean food 
intake was measured at one hour after injections. Mean plasma ghrelin concentration was 
measured by RIA, and NPY gene expression was determined by semi quantitative RT-PCR in the 
hypothalamus. Fifteen rats in three groups, received central injection of saline or initiations and on 
the D-Lys3 -GHRP-6 (2 or 20nmol) twice daily for 9 days respectively. Body weight was determined 
at third, 7th and 10th day of the experiment. Results: Mean plasma ghrelin concentration, mean 
food intake and NPY gene expression significantly increased in food deprived rats compared to fed 
animals. D-Lys3 –GHRP-6 (2 nmol) did not significantly change ghrelin, food intake and NPY mRNA 
levels, compared to the food deprived rats. However D-Lys3 –GHRP-6 (20 nmol) significantly 
decreased ghrelin, food intake and NPY mRNA level compared to food deprived group. 
Conclusion: Results showed that D-Lys3 -GHRP-6 may exert its anorexigenic effect on food intake 
by influencing the expression of peptides involved in the regulation of energy homeostasis, and 
may be suggested for the treatment of obesity. 
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