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Abstract
Aims: Epilepsy is a brain disorder characterized by repeated and spontaneous 
attacks which can lead to neuronal decline or death and behavioral disorders, 
such as anxiety, and numerous studies have shown neuroprotective effects of the 
lithium. This study evaluated the anxiolytic effect of administration of lithium 
chloride (LiCl) in penthylentetrazole (PTZ) induced seizure rat model. 
Materials & Methods: In present experimental study, 50 male Wistar rats were 
divided into 5 groups control, PTZ+Saline, PTZ+Li20, PTZ+Li40 and PTZ+Li80, 
randomly. To induce convulsions and epilepsy model, repeated doses of PTZ were 
injected (40 mg/kg, i.p) for 5 consecutive days. After observing the 5 stages of 
seizures based on Racine’s scale, test groups, received lithium chloride in three 
doses (20, 40 and 80 mg/kg/BW, i.p) for 14 days. In order to assess anxiety and 
exploratory behaviors, elevated plus maze and open field tests were done. Then, the 
hippocampal level of BDNF was measured using ELISA. The results were analyzed 
by ANOVA and Tukey post hoc.
Findings: Our finding showed an increased rate of anxiety with low level of 
hippocampal BDNF in PTZ receiver rats. Treatment with lithium chloride especially 
at the lowest dose (20 mg/kg) showed a significant difference in reducing anxiety 
and increasing of BDNF level compared to the PTZ receiver group.
Conclusion: Anxiolytic-like effects of lithium may improve the symptoms of 
anxiety in PTZ-induced seizure.
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چکیده
ــه  ــود ب ــلات خ ــا حم ــه ب ــت ک ــزی اس ــلال مغ ــی اخت ع نوع ــر ــداف: ص اه
خــودی و تکرارشــونده ظاهــر می شــود و بــا کاهــش یــا مــرگ نورونــی، و بــروز 
ــه  ــه اضطــراب همــراه اســت و مطالعــات متعــدد ب ــاری ازجمل اختــلالات رفت
ــن پژوهــش  ــد. ای ــد اشــاره دارن ــوم کلرای ــی لیتی ــدهٔ عصب ــرات محافظت کنن اث
ــنج  ــی تش ــای صحرای ــدل موش ه ــد را در م ــوم کلرای ــی لیتی ــد اضطراب ــر ض اث

ــد.  ــرار می ده ــی ق ــورد بررس ــرازول (PTZ) م ــن تت ــی از پنتیل ناش
ــی  ــوش صحرای ــر م ــر، 50 س ــی حاض ــه تجرب ــا: در مطالع ــواد و روش ه م
 PTZ+Saline ،نــر نــژاد ویســتار به صــورت تصادفــی بــه 5 گــروه کنتــرل
PTZ+Li40 ،،PTZ+Li20 و PTZ+Li80 تقســیم شــدند. جهــت القــاء تشــنج، 
PTZ بــا دوز تکرارشــوندهٔ 40 میلی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن به صــورت درون 
صفاقــی (i.p) بــه مــدت 5 روز متوالــی تزریــق شــد. پــس از مشــاهدهٔ 5 مرحلــهٔ 
تشــنج طبــق مقیــاس راســین، گروه هــای آزمــون، لیتیــوم کلرایــد را در ســه دوز 
)20، 40 و 80 میلی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن( بــه مــدت 14 روز به صــورت درون 
صفاقــی دریافــت کردنــد. به منظــور ارزیابــی اضطــراب و رفتارهــای اکتشــافی، 
آزمون هــای مــاز صلیبــی مرتفــع و محفظــهٔ بــاز انجــام شــد. ســپس، ســنجش 
ــا روش  ــز (BDNF) ب ــور نوروتروفیــک مشــتق از مغ ــی فاکت ســطح هیپوکامپ
ــه و  ــس یک طرف ــز واریان ــک روش آنالی ــه کم ــج ب ــت. نتای ــورت گرف ــزا ص الای

آزمــون تعقیبــی توکــی ارزیابــی شــد.
ــا کاهــش ســطح BDNF هیپوکامپــی را  یافته ها:نتایــج افزایــش اضطــراب ب
ــد  ــوم کلرای ــا لیتی ــار ب ــی، تیم ــدهٔ PTZ نشــان داد. از طرف ــروه دریافت کنن در گ
در  اختــلاف معنــی داری  )20 میلی گرم/کیلوگــرم(  دوز حداقــل  در  به ویــژه 
کاهــش اضطــراب و افزایــش ســطحBDNF در مقایســه بــا گــروه دریافت کننــدهٔ 

PTZ نشــان داد.
نتیجه گیــری: اثــرات ضــد اضطرابــی لیتیــوم ســبب بهبــود نشــانه های 

اضطــراب در تشــنجات ناشــی از PTZ می گــردد.
ــی  ــاز صلیب ــد، م ــوم کلرای ــراب، لیتی ــرازول، اضط ــن تت ــا: پنتیل کلیدواژه ه

ــز. ــتق از مغ ــک مش ــور نورتروفی ــع، فاکت مرتف
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مقدمه
ع یــک اختــلال مغــزی مشــخص اســت کــه عمدتــاً بــا وقفه های  صــر
مکــرر و غیرقابل پیش بینــی از عملکــرد طبیعــی مغــز، بــه نــام 
ــن  ــر تخمی ــال حاض ــود[1]. در ح ــناخته می ش ــی ش ــلات صرع حم
ــان  ــت جه ــد از جمعی ــا 2 درص ــن 0/5 ت ع بی ــر ــه ص ــود ک زده می ش
ع نوعــی بیمــاری  ــرار داده اســت[2]. بیمــاری صــر ــر ق را تحــت تأثی
ــری   ــی و تحریک پذی ــت در هم زمان ــرد نادرس ــر کارک ــه در اث ــت ک اس
نورون هــا رخ می دهــد[3]. گلوتامــات و γ-آمینوبوتیریــک اســید 

(GABA) دو انتقال دهنــدهٔ عصبــی هســتند کــه به طــور گســترده در 
رابطــه بــا تشــنج ناشــی از کیندلینــگ شــیمیایی مــورد مطالعــه قــرار 
 (Glutamatergic) ــک ــتم گلوتاماترژی ــردو سیس ــت. ه ــه اس گرفت
و  ع  پدیــدهٔ صــر در  نقــش مهمــی   (GABAergic) و گاباارژیــک 
ــه شــده اســت کــه در  ــه ارائ ــن فرضی ــد. ای تشــنج ناشــی از آن دارن
ــدم  ــت ع ــه عل ــی ب ــد عصب ــری بیش ازح ــنج تحریک پذی ــده تش پدی
 GABA ــطه ــار واس ــات و مه ــطه گلوتام ــک واس ــن تحری ــادل بی تع
اســت[4]. مهــار اســید γ-آمینوبوتیریــک (GABA) یــک عامــل مهــم 
در پاتوژنــز اضطــراب اســت[5,6]. پنتیلــن تتــرازول (PTZ) بــا انســداد 
گیرنده هــای گابــا به عنــوان یــک تشــنج زا عمــل می کنــد و بــا القــاء 
ــی می شــود[7].  ــم اضطراب ــروز علائ ــک ســبب ب ع لیمبی ــدل صــر م

لیتیــوم کاتیونــی تک ظرفیتــی اســت کــه بــا داشــتن خاصیــت 
ــده  ــی ش ــی عصب ــرفت آتروف ــردن پیش ــد ک ــث کن ــک باع نوروتروفی
ــد[8,9].  ــری می کن ــی جلوگی ــلول های عصب ــرگ س ــه از م و درنتیج
لیتیــوم قــادر اســت اختلالات رفتاری و شــناختی را در مــدل حیوانی 
 Amiolateral ،ــزی ــات مغ ــد صدم ــو مانن ــای نورودژنراتی بیماری ه
هانتینگتــون،  بیمــاری  شــکننده،   X ســندرم    ،Sclerosis ALS
آلزایمــر و پارکینســون بهبــود بخشــد[10,11].  مطالعــات نشــان داده 
اســت کــه لیتیــوم فسفوریلاســیون پروتئیــن Tau را از طریــق مهــار 
GSK-3: Glycogen Synthase Kinase3 کاهــش می دهــد، بــا ایــن 
 BDNF: Brain Derived Neurotrophic factor ــان ــم بی مکانیس
افزایــش یافتــه و ســبب افزایــش بقــای ســلول ها می گــردد. درمــان 
ــی در  ــش قابل توجه ــبب افزای ــری س ــاران آلزایم ــوم در بیم ــا لیتی ب
ســطح BDNF  می گــردد[13-10]. کاهــش ســطح بیــان BDNF در 
بــروز رفتارهــای شــبه اضطرابــی در مــدل اســترس بی حرکتــی دیــده 
ــز  ــی در پاتوژن ــد BDNF هیپوکامپ ــر می رس ــه نظ ــت[14]. ب ــده اس ش
 BDNF اضطــراب نقــش قابــل توجهــی داشــته باشــد و افزایــش بیــان
هیپوکامپــی و نوروژنــز متعاقــب آن علائــم اضطرابــی ناشــی از تجویز 
کورتیکوســترون را در موش هــای صحرایــی کاهــش داده اســت[15].

مطــرح  خلــق  تعدیل کننــده  یــک  به عنــوان  نه تنهــا  لیتیــوم 
می شــود بلکــه اثــرات ضدافســردگی[16] و ضــد اضطرابــی[17] 
نیــز دارد. هرچنــد، مکانیســم آن هنــوز روشــن نشــده اســت و 
هماننــد اثــرات لیتیــوم در انســان ها، اثــر لیتیــوم بــر عملکردهــای 
شــناختی در جونــدگان مبهــم و دوپهلوســت و گزارشــاتی مبنــی بــر 
ــت  ــر حفاظ ــا تأثی ــاط ب ــت لازم در ارتب ــه قطعی ــت یابی ب ــدم دس ع
کننــده عصبــی نیــز وجــود دارد[18]. در مطالعــات قبلــی نشــان داده 
اســت کــه لیتیــوم تــرس شــرطی شــده ناشــی از Mirtazapine را 
در موش هــای صحرایــی کاهــش می دهــد و اثــرات ضــد اضطرابــی 
داشــته اســت[16]. هرچنــد، محققیــن روســی عنــوان داشــته اند کــه 
ــار  ــر رفت ــگیری کننده ب ــر پیش ــد اث ــوم نمی توان ــن لیتی ــز مزم تجوی
خشــونت آمیز و اضطرابــی جونــدگان داشــته باشــد بااین حــال، 
تیمــار درمانــی آن تــا حــدودی مؤثــر بــوده اســت[19]. اثــر لیتیــوم 
ــده در  ــای بررسی ش ــیاری از آزمون ه ــراب در بس ــرس و اضط ــر ت ب
ــدل  ــال در م ــت. به عنوان مث ــض اس ــار تناق ــی دچ ــای حیوان مدل ه
انجمــاد حرکتــی شــرطی شــده بــرای ارزیابــی تــرس، مــدت زمــان 
بی حرکتــی در پاســخ بــه شــوک الکتریکــی محاســبه می شــود، 
ــا  ــد و ی ــش ده ــا کاه ــش ی ــدت را افزای ــن م ــد ای ــوم می توان لیتی
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ــری نداشــته باشــد[20]. ــچ اث هی
لــذا بــا توجــه بــه مطالــب متناقــض متعــدد در خصــوص اثــر ضــد 
اضطرابــی لیتیــوم، ایــن مقالــه بــه بررســی میــزان رفتارهــای شــبه 
اضطرابــی بــه دنبــال تشــنجات مکــرر القــاء شــده بــا PTZ پرداختــه 
اســت. از طــرف دیگــر، نقــش احتمالــی لیتیــوم کلرایــد در کنتــرل 
اضطــراب و ارتبــاط آن بــا میــزان BDNF هیپوکامپــی در مــدل 

تشــنج مــورد بررســی قــرار گرفــت.

مواد و روش ها
ــژاد  ــر ن ــی ن ــی حاضــر از  50 ســر مــوش صحرای ــهٔ تجرب در مطالع
اســپراگ داولــی )بــا محــدودهٔ وزنــی 20±200 گــرم( اســتفاده شــد. 
در طــول مــدت مطالعــه، حیوانــات در شــرایط اســتاندارد دمایــی 
ــت نســبی )5±50 درصــد( و  )2±25 درجــه ســانتی گــراد( و رطوب
ــر(  ــا 6 عص ــح ت ــاعته )6 صب ــی 12 س ــنایی و تاریک ــهٔ روش چرخ
ــا حیوانــات، طبــق قوانیــن  نگهــداری شــدند. کلیــه مراحــل کار ب
حمایــت از حیوانــات آزمایشــگاهی و بــا نظــارت کمیتــه اخلاقــی 
ــماره مجــوز: 8324- ــیراز )ش ــلامی واحــد ش ــگاه آزاد اس دانش

ــی خردادمــاه  ــازه زمان ــق در ب ــن تحقی 2034-95( انجــام شــد. ای
ــور  ــه ط ــات ب ــت. حیوان ــده اس ــام ش ــهریورماه 1395 انج ــا ش ت
تصادفــی بــه 5 گــروه )تعــداد 10 مــوش صحرایــی در هــر گــروه( 
 ،PTZ+Li20( ســه گــروه آزمایــش ،)PTZ+Saline( کنتــرل، شــم
ــر تقســیم شــدند: گــروه  ــه شــرح زی PTZ+Li40 و PTZ+Li80( ب
ــدون تیمــار و به منظــور بررســی و مقایســه آنالیزهــای  ــرل ب کنت
 ،PTZ+Saline ــروه ــد. گ ــتفاده ش ــا اس ــایر گروه ه ــا س ــاری ب رفت
پــس از ثبــت مراحــل پنج گانــه تشــنج بــه دنبــال دریافــت 
پنتیلــن تتــرازول، نرمــال ســالین را به عنــوان حــلال لیتیــوم 
دریافــت کــرده و بــه مــدت 14 روز دریافــت نمودنــد. از ایــن گــروه 
بــرای بررســی اثــرات PTZ بــر میــزان اضطــراب اســتفاده شــد. ســه 
گــروه تیمــار محلــول لیتیــوم کلرایــد (Sigma-Aldrich, USA) را 
ــای 20، 40 و 80  ــا دوزه ــب ب ــه ترتی ــی ب ــورت درون صفاق به ص
ــار در روز دریافــت  ــه مــدت 14 روز و یک ب میلی گــرم/ کیلوگــرم  ب
PTZ  (Sigma-Aldrich, USA) کردنــد. به منظــور القــاء تشــنج از

اســتفاده شــد. PTZ بــا دوز 40 میلی گــرم/ کیلوگــرم در 5 روز 
متوالــی به صــورت درون صفاقــی تزریــق شــد )حیوانــات قبــل از 

ــق وزن شــدند(. ــار تزری هرب
ــرای  ــی ب ــای صحرای ــق PTZ موش ه ــر تزری ــد از ه ــه بع 30 دقیق
ــاس  ــتفاده از مقی ــا اس ــنج ب ــدند. تش ــی ش ــنج بررس ــار تش رفت
ــه 0:  ــت : مرحل ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــر م ــرح زی ــه ش ــین ب راس
ــه  ــرزش، کشــش، مرحل ــی، ل ــه 1: بیــش فعال عــدم پاســخ، مرحل
2: تــکان ســر، تشــنج عضلانــی ســر و پــرش میوکلونیــک، مرحلــه 
ــه 4: گســترش  ــو، مرحل ــه عضــو جل ــی یک طرف 3: تشــنج عضلان
ــه 5:  ــو، مرحل ــه عضــو جل ــی دوجانب ــا تشــنج عضلان تشــنجات ب
ــس  ــت دادن رفلک ــا از دس ــی، ب ــک عموم ــک تونی ــنج کلونی تش

ــدن[21-23]. ــیدگی ب کش

آزمون های رفتاری

بــرای  مرتفــع  صلیبــی  مــاز  مرتفــع:  مــاز صلیبــی  آزمــون 

ــرار  ــدگان مــورد اســتفاده ق ــی در جون ــار شــبه اضطراب ســنجش رفت
می گیــرد[24]. مــاز شــامل چهــار بــازو )دو بــازوی بــاز بــدون دیــواره 
ــه طــول 35 ســانتی متر  ــوار( ب ــازوی احاطه شــده توســط دی و دو ب
بالاتــر  ســانتی متر   45 می باشــد کــه  ســانتی متر   15 عــرض  و 
ــت  ــرار گرف ــتگاه ق ــز دس ــوان در مرک ــود[24]. حی ــن ب ــطح زمی از س
و رفتــار آن بــه کمــک دوربیــن و سیســتم ردیــاب بــه مــدت 
300 ثانیــه بررســی شــد. در ایــن آزمــون، میانگیــن مدت زمــان 
قرارگرفتــن بــازوی بســته در گروه هــای مختلــف ثبــت شــد. عــلاوه 
بــر ایــن، میانگیــن مدت زمــان باقــی مانــدن در بــازوی بــاز و 
تعــداد ســرک کشــیدن بــه بــازوی بــاز به عنــوان یکــی از رفتارهــای 
ریســک پذیر موردبررســی قــرار گرفــت )نتایــج آورده نشــده اســت(. 
ــه بازوهــا در همــه  ــرای ارزیابــی رفتــار حرکتــی تعــداد کل ورود ب ب
گروه هــا نیــز مــورد ارزیابــی قــرار گرفــت. جونــدگان به طورمعمــول 
تمایــل به قــرار گرفتــن در بــازوی بســته را دارنــد و حیوانــات دارای 
اضطــراب مدت زمــان بیشــتری را در بــازوی بســته می ماننــد. 
ــی،  ــر رفتارهــای اضطراب ــد ب ــوم کلرای ــرات لیتی به منظــور بررســی اث
شــاخص های اضطــراب در ایــن آزمــون در گــروه شــم و کنتــرل بــا 

گروه هــای دریافت کننــدهٔ لیتیــوم کلرایــد مقایســه شــد. 
اکتشــافی،  رفتارهــای  بررســی  بــرای  بــاز:  محفظــه  آزمــون 
جســتجوگری و اضطــراب، آزمــون محفظــهٔ بــاز مــورد اســتفاده 
ــه ابعــاد  ــه ب ــوان در یــک جعب ــرد. به طــور خلاصــه، حی ــرار می گی ق
ــرار  ــاع( ق ــرض، ارتف ــول، ع ــب: ط ــه ترتی ــانتی متر )ب 58×33×19س
گرفــت. ســپس رفتــار حیــوان بــه کمــک دوربیــن و سیســتم ردیــاب 
ــه ای ثبــت شــد[25]. تعــداد مربع هــای  ــی 300 ثانی ــازه زمان در دو ب
ــدن از  ــد ش ــات بلن ــداد دفع ــده، تع ــوده ش ــزی پیم ــاری و مرک کن
ــد.   ــت ش ــا ثب ــه گروه ه ــوان در هم ــع حی ــزان دف ــاز و می ــوارهٔ م دی
ــان آزمون هــای  ــی BDNF: پــس از پای ــطح هیپوکامپ ــنجش س س
رفتــاری حیوانــات بــا دوز کشــنده کلروفــرم بی هــوش شــدند. 
بلافاصلــه ســر حیــوان جــدا گردیــد و مغــز به طــور کامــل از جمجمــه 
ــای  ــپ موش ه ــت. هیپوکام ــرار گرف ــخ ق ــر روی ی ــد و ب ــارج ش خ
ــمت های  ــه قس ــکوپ از بقی ــر استریوس ــت در زی ــا دق ــی ب صحرای
ــه همــراه  ــول ســالین ب ــا محل مغــز جــدا شــد. پــس از شستشــو ب
ــه  ــدت 5 دقیق ــه م ــس (Sigma-Aldrich, Germany) ب ــر تری باف
ــه  ــا 5000 دور در دقیق ــزر (IKA, Germany) ب ــتگاه هموژنای ــا دس ب
دســتگاه  توســط  شــده  هموژنیــزه  محلــول  شــد.  هموژنیــزه 
ســانتریفوژ یخچــال دار (Hermle, Germany) ســانتریفوژ شــد. 
جهــت جلوگیــری از تخریــب آنزیم هــا و پروتئین هــا، تمامــی 
ــال دار(  ــانتریفوژ یخچ ــانتی گراد )س ــه س ــای 4 درج ــل در دم مراح
ــل ســولفونیل  ــل متی ــول 0/5 میلی مــولار فنی انجــام شــد و از محل
مهارکننــده  به عنــوان   (Sigma-Aldrich, Germany) فلورایــد 

پروتئازهــا اســتفاده شــد[26].
تحلیــل آمــاری: تجزیه وتحلیــل آمــاری بیــن گروه هــای مختلــف 
بــا اســتفاده از نرم افزارهــای آمــاری SPSS ویرایــش22 انجــام شــد. 
در شــاخص های  اختــلاف معنــی دار  تعییــن وجــود  به منظــور 
اضطرابــی و رفتــاری موردبررســی بیــن گروه هــای موردنظــر از 
آزمــون آنالیــز واریانــس یک طرفــه (One-Way ANOVA)  و آزمــون 
 p>0/05  ــر ــاری مقادی ــر آم ــد. از نظ ــتفاده ش ــی اس ــی توک تعقیب
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ــه شــد. ــی دار در نظــر گرفت معن

یافته ها
آزمــون مــاز صلیبــی مرتفــع: نتایــج حاصــل از آنالیــز واریانــس 
ــن  ــه میانگی ــان داد ک ــی نش ــی توک ــون تعقیب ــه و آزم یک طرف
 PTZ+Saline گــروه  در  بســته  بــازوی  در  مانــدن  مدت زمــان 
ــد )نمــودار 1.  ــرل نشــان دادن ــا گــروه کنت ــی داری ب اختــلاف معن
ــا لیتیــوم  p>0/0001(. از طــرف دیگــر، در هــر ســه گــروه تیمــار ب
ــد  ــاهده ش ــرل مش ــروه کنت ــا گ ــی داری ب ــلاف معن ــد اخت کلرای
)نمــودار p>0/001 .1 در هــر ســه گــروه(. مقایســه گروه هــای 
ــان دهندهٔ  ــروه PTZ+Saline نش ــا گ ــد ب ــوم کلرای ــا لیتی ــار ب تیم
 PTZ+Saline و گــروه  PTZ+Li20 اختــلاف معنــی دار بیــن گــروه

.)p>0/05 می باشــد )نمــودار 1. 
و گــروه  لیتیــوم کلرایــد  بــا  تیمــار  گروه هــای  ســایر  بیــن 
PTZ+Saline اختــلاف معنــی داری دیــده نشــد. ایــن نتایــج 
ــده  ــای دریافت کنن ــوم در گروه ه ــا لیتی ــار ب ــه تیم ــان داد ک نش
ــزان  ــل )PTZ+Li20( توانســته اســت می ــا در دوز حداق PTZ تنه

ــد. ــش ده ــراب را کاه اضط
در میانگیــن تعــداد دفعــات ورود بــه کل بازوهــا )شــاخص رفتــار 
ــده  ــف دی ــای مختل ــن گروه ه ــی داری بی ــلاف معن ــی( اخت حرکت
نشــد. به گونــه ای کــه بیــن گــروه کنتــرل )0/83±5/77( و گــروه 
ــا  PTZ+Saline )0/78±4/88( و نیــز بیــن گــروه PTZ+Saline ب
 :PTZ+Li20( لیتیــوم  دریافت کننــده  گروه هــای  از  هیچ یــک 
 )5/11±1/05 :PTZ+Li40 0/83±4/77 و :PTZ+Li40 ،4/55±0/88
اختــلاف معنــی داری دیــده نشــد. ایــن امــر نشــان می دهــد کــه 
تیمــار بــا لیتیــوم و تشــنج القــاء شــده بــا PTZ تأثیــر بــر فعالیــت 

حرکتــی حیوانــات نداشــته اســت.

)p>0/05( اختلاف معنی دار  در سطح )+(
)p>0/001( اختلاف معنی دار  در سطح )**(

)p>0/0001( اختلاف معنی دار  در سطح )***( 
 .)PTZ+Saline اختلاف معنی دار گروهها نسبت به گروه کنترل ، + : اختلاف معنی دار گروههای تیمار نسبت به گروه :*(

PTZ: پنتیلن تترازول، Li: لیتیوم.

نمودار 1( میانگین ± انحراف معیار مدت زمان باقی ماندن در بازوی بستهٔ ماز صلیبی مرتفع در 
گروه های مختلف

آزمــون محفظــهٔ بــاز: شــاخص مربع هــای کنــاری پیمــوده 
شــده: نتایــج اختــلاف معنــی داری را بیــن گــروه کنتــرل بــا گــروه 
PTZ+Saline نشــان داد )جــدول p>0/0001 .1( کــه ایــن اختــلاف 
پنتیلــن  دریافت کننــدهٔ  گــروه  در  اضطــراب  افزایــش  بیانگــر 
تتــرازول در مقایســه بــا گــروه کنتــرل می باشــد. همچنیــن، بیــن 
گــروه کنتــرل و گروه هــای تیمــار بــا دوزهــای 40 و 80 میلی گــرم 

لیتیــوم کلرایــد  اختــلاف معنــی داری مشــاهده شــد )جــدول 1. بــه 
ترتیــب p>0/05 و p>0/001(. از طرفــی، نتایــج حاصــل نشــان دهندهٔ 
  PTZ+Li20 با گــروه PTZ+Saline اختــلاف معنــی داری بیــن گــروه
ــای PTZ+Li40 و  ــن گروه ه ــن، بی ــد )p>0/0001(. همچنی می باش
PTZ+Li80 بــا گــروه PTZ+Li20 اختــلاف معنــی داری دیــده شــد 
ــا  ــار ب ــه تیم ــان داد ک ــج نش ــع، نتای ــدول p>0/001 .1(. درواق )ج
لیتیــوم در دوز حداقــل ســبب کاهــش ســطح اضطــراب بــه دنبــال 

تشــنج القــاء شــده بــا PTZ شــده اســت.
ــج  ــزی: نتای ــای مرک ــه مربع ه ــات ورود ب ــداد دفع ــاخص تع ش
در  مرکــزی  مربع هــای  بــه  ورود  دفعــات  تعــداد  میانگیــن 
ــن  ــی داری بی ــلاف معن ــان دهندهٔ اخت ــاز، نش ــهٔ ب ــون محفظ آزم
 .)p>0/0001 .1 ــدول ــت )ج ــرل و PTZ+Saline اس ــای کنت گروه ه
ــتجوگری و  ــای جس ــش رفتاره ــان دهندهٔ کاه ــلاف نش ــن اخت ای
ــبت  ــده PTZ نس ــروه دریافت کنن ــراب در گ ــطح اضط ــش س افزای
ــلاف  ــن، اخت ــی همچنی ــن بررس ــد. ای ــرل می باش ــروه کنت ــه گ ب
معنــی داری را بیــن گــروه کنتــرل و گــروه PTZ+Li80 نشــان 
داد )جــدول p>0/01 .1(. از طرفــی بیــن گــروه PTZ+Saline و 
 ،PTZ+Li20 گروه هــای تیمــار بــا لیتیــوم یعنــی گروه هــای
ــد  ــاهده ش ــی داری مش ــلاف معن PTZ+Li40 و PTZ+Li80 اخت
p>0/05( کــه  و   p>0/001  ،p>0/0001 ترتیــب  بــه   .3 )نمــودار 
ایــن تفــاوت نشــان دهنده افزایــش رفتارهــای جســتجوگری 
در گروه هــای دریافت کننــدهٔ لیتیــوم کلرایــد خصوصــاً در دوز 
ــروه  ــن گ ــد. بی ــروه PTZ+Saline می باش ــه گ ــبت ب ــل نس حداق
PTZ+Li20 بــا گــروه PTZ+Li80 در ســطح p>0/001 اختــلاف 

ــد. ــده ش ــی دار دی معن
ــان دهندهٔ  ــل نش ــج حاص ــواره: نتای ــن از دی ــالا رفت ــاخص ب ش
 PTZ+Saline ــا گــروه اختــلاف معنــی داری بیــن گــروه کنتــرل ب
می باشــد )p>0/001(. همچنیــن، بیــن گــروه کنتــرل و گروه هــای 
ــد  ــاهده ش ــی داری مش ــلاف معن PTZ+Li40 و PTZ+Li80 اخت
)جــدول p>0/001 .1(. نتایــج ایــن بررســی، نشــان دهندهٔ اختــلاف 
 PTZ+Li20 بــا گــروه   PTZ+Saline بیــن گــروه  معنــی داری 
ــای PTZ+Li40 و  ــن گروه ه ــن، بی ــد )p>0/001(. همچنی می باش
PTZ+Li80 بــا گــروه PTZ+Li20 اختــلاف معنــی داری دیــده شــد 
ــتجوگری  ــای جس ــزان رفتاره ــش می ــدول p>0/001 .1(. کاه )ج
در گــروه دریافت کننــده PTZ دیــده شــد و تیمــار بــا دوز 20 
ــزان  ــی می ــای صحرای ــدن موش ه ــرم وزن ب ــر کیلوگ ــرم ب میلی گ

ــش داد. ــی داری افزای ــور معن ــتجوگری را به ط ــای جس رفتاره
شــاخصی  به عنــوان  دفــع  دفعــات  تعــداد  دفــع:  شــاخص 
بــرای ســنجش میــزان اضطــراب بیــن گــروه کنتــرل و گــروه 
آنالیــز  نتایــج  و  گرفــت  قــرار  مقایســه  مــورد   PTZ+Saline
ــروه  ــن دو گ ــن ای ــی داری بی ــلاف معن ــه اخت ــس یک طرف واریان
نشــان داد )نمــودار p>0/0001 .5( کــه ایــن اختــلاف نشــان دهندهٔ 
افزایــش ســطح اضطــراب در موش هــای صحرایــی دریافت کننــدهٔ 
ــه گــروه کنتــرل می باشــد. همچنیــن  پنتیلــن تتــرازول نســبت ب
 PTZ+Li80 و   PTZ+Li40 گروه هــای  و  کنتــرل  گــروه  بیــن 
اختــلاف معنــی داری مشــاهده شــد )p>0/01(. همچنیــن، بیــن 
 PTZ+Li40 و   PTZ+Li20 گروه هــای  و   PTZ+Saline گــروه 
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 p>0/0001 :اختــلاف معنــی داری دیــده شــد )جــدول 1. بــه ترتیــب
وp>0/001(. از ایــن تفــاوت می تــوان نتیجــه گرفــت کــه تیمــار بــا 
لیتیــوم کلرایــد توانســته اســت ســطح اضطــراب را کاهــش دهــد. 
از طرفــی، بیــن گروه هــای PTZ+Li40 و PTZ+Li80 بــا گــروه 
.)p>0/01 .1 اختــلاف معنــی داری دیــده شــد )جــدول PTZ+Li20

جدول1( میانگین تعداد مربعات پیموده شده، شاخص بالا رفتن از دیواره و دفع طی 
آزمون محفظه باز در گروههای مختلف

گروه/ پارامتر 
)n=10(

مربع های 
کناری

مربع های 
مرکزی

بالا رفتن از 
دفعدیواره

06/±6/280/8±0/6618/0±9/344/0±53/8کنترل 

PTZ+Salina 28/8±2/610a/5±0/014a/7±2/214a/6±1/42
PTZ+Li20b 42/4±7/07b 3/6±1/4117b/0±3/261b/0±0/40
PTZ+Li40ac 26/4±5/102b/6±0/67ac 6/8±2/88abc 2/4±0/70
PTZ+Li80ac 20/0±2/58abc 1/4±0/51ac 6/3±1/51ac 3/2±0/92

 :a .ــت ــده اس ــان داده ش ــورت Mean±SEMنش ــه ص ــا ب داده ه
ــا  ــرل، p>0/05 :b در مقايســه ب ــروه کنت ــا گ p>0/05 در مقايســه ب
 .PTZ+Li20  در مقايســه بــا گــروه p>0/05 :PTZ+Saline، c گــروه

ــوم. ــرازول، Li: لیتی ــن تت PTZ: پنتیل
ــده  ــاء ش ــنجات الق ــی BDNF: تش ــطح هیپوکامپ ــنجش س س
بــا PTZ ســطح هیپوکامپــی BDNF را در مقایســه بــا گــروه 
 BDNF ــه ای کــه میــزان ــه گون ــه شــدت کاهــش داد. ب کنتــرل ب
در عصــاره هیپوکامــپ گــروه PTZ+Saline بســیار کمتــر از گــروه 
ــی اســت  ــن در حال ــرل مــی باشــد )نمــودارp>0/0001 .2(. ای کنت
ــل توجهــی در  ــد ســبب افزایــش قاب ــا لیتیــوم کلرای کــه تیمــار ب
ــه  ــبت ب ــون نس ــای آزم ــروه ه ــی BDNF در گ ــطح هیپوکامپ س
گــروه PTZ+Saline گردیــد. بدیــن ترتیــب کــه بیــن گــروه هــای 
 TMT+Saline بــا گــروه PTZ+Li80 و PTZ+Li40 ،PTZ+Li20
 p>0/0001 :ــه ترتیــب ــده مــی شــود ) ب ــی داری دی اختــلاف معن
 PTZ+Li20 بــا گــروه  PTZ+Li80 بیــن گــروه هــای .)p>0/001 و

.)p>0/001( ــود ــی دار ب ــلاف معن ــز اخت نی

)p>0/001( اختلاف معنی دار  در سطح )$$ یا ++ یا **(
)p>0/0001( اختلاف معنی دار  در سطح )+++ یا ***( 

 :$ ،PTZ+Saline اختلاف معنی دار گروهها نسبت به گروه کنترل ، + : اختلاف معنی دار گروههای تیمار نسبت به گروه :*(
اختلاف معنی دار بین گروه های تیمار با لیتیوم کلراید(. PTZ: پنتیلن تترازول، Li: لیتیوم.

نمودار 2( میانگین ± انحراف معیار سطح هیپوکامپی BDNF در گروه های مختلف

بحث 
منطبــق بــا شــواهد بالینــی کــه نشــان میدهنــد تشــنجات 
ــروز اختــلالات مختلــف در مغــز  ــا ب ناشــی از پنتیلــن تتــرازول ب
مواجــه هســتند. اختــلالات شــناختی و رفتــاری بــرای مدل هــای 

حیوانــی متنــوع از تشــنج گــزارش شــده اســت. بــه طــور معمــول 
ع  ــگ، صــر ــا اســتفاده از کیندلین ع و تشــنج ب ــرای ایجــاد صــر ب
موضعــی و یــا آســیب تروماتیــک مغــزی اســتفاده می شــود 
افزایــش اضطــراب و  از جملــه  بــا اختــلالات رفتــاری،  کــه 
اســت[31-33].  نواقــص شــناختی همــراه  و  افســردگی[27-30] 
تحقیــق حاضــر نشــان داد کــه در پــی القــاء تشــتج حــاد در یــک 
بــازه زمانــی 5 روزه بــا اســتفاده از دوزهــای مکــرر PTZ، اختــلالات 
اضطرابــی در طــول مــدت دوره هــای بیــن تشــنج قابــل مشــاهده 

می باشــد.  
ــراب  ــزان اضط ــنجش می ــای س ــون ه ــن آزم ــی از معتبرتری  یک
در جونــدگان، آزمــون مــاز صلیبــی مرتفــع اســت کــه بــر اســاس 
ــک و  ــط تاری ــک محی ــوان در ی ــدن حی ــی مان ــان باق ــدت زم م
ــری  ــدازه گی ــراب را ان ــطح اضط ــوان س ــی ت ــان م ــل اطمین قاب
نمــود[34]. همچنیــن، بــه منظــور ســنجش و مقایســه رفتارهــای 
ــون  ــوان از آزم ــی ت ــی، م ــت حرکت ــزان فعالی ــتجوگری و می جس
ــرد. شــاخص هــای ســنجش اضطــراب  ــاز اســتفاده ک ــه ب محفظ
ماننــد میــزان دفــع حیــوان، رفتارهــای جســتجوگری ماننــد 
حرکــت در اطــراف و مرکــز مــاز و مــدت زمــان تحــرک و بی حرکتــی 

ــردد[35]. ــی گ ــی م ــون ارزیاب ــن آزم ــوان طــی ای حی
کاهــش در تعــداد مربــع هــای مرکــزی پیمــوده شــده در محفظه ی 
بــاز بــه همــراه کوتــاه شــدن زمانــی باقــی مانــدن حیــوان در بازوی 
ــازوی  ــه ب ــات ورود ب ــداد دفع ــش در تع ــن افزای ــاز و همچنی ب
بســته مــاز صلیبــی مرتفــع در گــروه دریافــت کننــده PTZ ممکــن 
اســت بــه دلیــل افزایــش اضطــراب در ایــن حیوانــات باشــد[36]. 
در مطالعــه ای کــه زاراگا-گالینــدو انجــام داده تشــدید اضطــراب 
در حیوانــات بــه دنبــال تجویــز PTZ نشــان داده شــده اســت[37]. 
تجویــز PTZ در مــوش هــای صحرایــی نــژاد ویســتار، بــا کاهــش 
مربــع هــای پیمــوده شــده در آزمــون محفظــه ی بــاز، کاهــش در 
بلنــد شــدن از دیــواره و افزایــش در تعــداد دفعــات دفــع همــراه 
بــوده اســت[38]. در مــوش هــای صحرایــی بــا افزایــش اضطــراب 
ــه  ــتجوگری ب ــای جس ــد و رفتاره ــش می یاب ــع افزای ــزان دف می

ــد[35]. ــی کاهــش می یاب ــل توجه طــور قاب
 اثــر لیتیــوم بــر تــرس و رفتارهــای اضطرابــی در بســیاری از 
مطالعــات بــا تناقضاتــی رو بــه روســت، لیتیــوم می توانــد مــدت 
زمــان بی حرکتــی در پاســخ بــه شــوک های الکتریکــی را بــه 
عنــوان یــک رفتــار اضطرابــی افزایــش یــا کاهــش دهــد و یــا هیــچ 
ــرات  ــه بررســی اث ــه ب ــری نداشــته باشــد[18]. در مطالعــه ای ک اث
ــکننده  ــندرم X  ش ــوش س ــدل م ــر م ــوم ب ــی لیتی ــد اضطراب ض
پرداختــه شــد، دیــده شــده اســت کــه لیتیــوم بــه صــورت مقطعــی 
ــاز  ــون م ــی آزم ــراب را ط ــی اضط ــطح عموم ــت س ــته اس توانس
ــل  ــز تعدی ــی را نی ــش فعال ــد و بی ــش ده ــع کاه ــی مرتف صلیب
نمایــد[39]. یــان و همکارانــش نشــان دادنــد کــه لیتیــوم کلرایــد 
مــی توانــد ســبب کاهــش میــزان اضطــراب گــردد. از طــرف دیگــر، 
ــه  ــی را ک ــش فعال ــور و بی ــای لوکوموت ــطح فعالیت ه ــوم س لیتی
بــه ترتیــب در آزمون هــای محفظــه بــاز و مــاز صلیبــی مرتفــع در 
موش هــای صحرایــی مــدل ایســکمی مغــزی گلوبــال دیــده شــده 
اســت، کاهــش دهــد[40].  بــر اســاس پژوهــش چــن و همــکاران 
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ــا Fmr1 را در آزمــون  ــده ب ــوم رفتارهــای مــوش آســیب دی لیتی
ــر  ــن اث ــید. ای ــود بخش ــع بهب ــی مرتف ــاز صلیب ــاز و م ــه ب محفظ
ــوط  ــان GSK3β مرب ــر بی ــوم ب ــی لیتی ــر تقویت ــه اث ــد ب ــی توان م
شــود و از ایــن رو ممکــن اســت لیتیــوم اثــر درمانــی در ســندرم 
X شــکننده نیــز داشــته باشــد[38]. هرچنــد، لیتیــوم در دوزهــای 
ــن  ــا ای ــردد. ب ــمومیت گ ــاد مس ــبب ایج ــت س ــن اس ــالا ممک ب
ــی  ــا300 میل ــالا )ت ــیار ب ــای بس ــری آن در دوزه ــه کارگی ــال ب ح
ــر کیلوگــرم وزن بــدن( در موش هــای صحرایــی نــه تنهــا  گــرم ب
اثــرات ســمی نشــان نــداده اســت بلکــه ســبب بهبــود افســردگی، 
اضطــراب و عملکردهــای شــناختی نیــز شــده اســت[17]. در ایــن 
ــرک  ــدم تح ــا ع ــمیت ی ــر س ــی ب ــانه ای مبن ــچ نش ــش هی پژوه
ــوم )حتــی در دوز 8 میلی گــرم(  ــز لیتی ــال تجوی ــه دنب ــوان ب حی

دیــده نشــد. 
در تحقیــق حاضــر، افزایــش مــدت زمــان باقــی مانــدن در بــازوی 
ــای  ــداد مربع ه ــش در تع ــع، کاه ــی مرتف ــاز صلیب ــته در م بس
کنــاری پیمــوده شــده و افزایــش تعــداد دفعــات دفــع در گــروه 
ــانه هایی از  ــرل نش ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــده PTZ نس ــت کنن دریاف
افزایــش اضطــراب در پــی تجویــز پنتیلــن تتــرازول در ایــن گــروه 
مــی باشــد؛ همچنیــن کاهــش در تعــداد مربع هــای مرکــزی 
پیمــوده شــده و تعــداد دفعــات بلنــد شــدن از دیــواره در گــروه 
ــای  ــش رفتاره ــانه ای از کاه ــرل نش ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــم نس ش
جســتجوگری در گــروه دریافــت کننــده پنتیلــن تتــرازول نســبت 
ــدن در  ــان مان ــدت زم ــش م ــد. کاه ــی باش ــرل م ــروه کنت ــه گ ب
بــازوی بســته در گــروه هــای دریافــت کننــده ی لیتیــوم کلراید در 
دوزهــای 20 و 40 میلــی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن حیــوان نســبت 
بــه گــروه دریافــت کننــده پنتیلــن تتــرازول مــی توانــد نشــانه ای 
ــا  ــار ب ــای تیم ــی در گروه ه ــبه اضطراب ــای ش ــش رفتاره از کاه
دوز هــای پایین تــر لیتیــوم کلرایــد باشــد. نتایــج آزمــون محفظــه 
بــاز افزایــش در تعــداد مربع هــای کنــاری پیمــوده شــده و 
کاهــش در میــزان دفــع در گــروه دریافــت کننــده لیتیــوم کلرایــد 
بــا دوز 20میلی گرم/کیلوگــرم وزن بــدن حیــوان نســبت بــه گــروه 
ــه  ــد ک ــی ده ــان م ــرازول را نش ــن تت ــده ی پنتیل ــت کنن دریاف
تاییــدی بــر اثــر ضــد اضطرابــی لیتیــوم کلرایــد در دوز پاییــن مــی 
باشــد؛ همچنیــن در همیــن دوز افزایــش در مربع هــای پیمــوده 
ــانه ای از  ــواره نش ــدن از دی ــد ش ــات بلن ــزی و دفع ــده ی مرک ش
ــی  ــم م ــروه ش ــه گ ــبت ب ــتجوگری نس ــای جس ــش رفتاره افزای
باشــد. بــه طــور کلــی مــی تــوان گفــت پنتیلــن تتــرازول ســبب 
ــی تشــنج مــی  ــاری اضطــراب در مــدل حیوان ــروز اختــلال رفت ب
ــراب را  ــزان اضط ــد می ــد میتوان ــوم کلرای ــا لیتی ــار ب ــود و تیم ش
در ایــن مــدل کاهــش دهــد. محققیــن دیگــر نیــز نشــان دادنــد 
کــه کیندلینــگ ناشــی از PTZ ســبب بــروز علائــم اضطرابــی مــی 
گــردد[42,41]. همچنیــن اثــر ضــد اضطرابــی لیتیــوم در مطالعــات 

قبلــی نیــز دیــده شــده اســت[17, 16].
 PTZ ــی تشــنجات ناشــی از ــه در پ مطالعــه حاضــر نشــان داد ک
در هیپوکامــپ موش هــای صحرایــی کاهــش   BDNF ســطح 
ــه  ــاری ازجمل ــیب های رفت ــاء آس ــبب الق ــر س ــن ام ــد. ای می یاب
ــد  ــوم کلرای ــز لیتی ــز می گــردد. از طــرف دیگــر، تجوی اضطــراب نی

توانســته اســت ســطح BDNF  را بــه شــکل معنــی داری در 
نشــان دهنده  کــه  دهــد  افزایــش  تیمــار  تحــت  گروه هــای 
اثــرات بهبــود بخــش و حمایت کننــده عصبــی ایــن عنصــر 
ــل  ــاری، دوز حداق ــات رفت ــد مطالع ــن، همانن ــد. همچنی می باش
)20 میلی گــرم( لیتیــوم بیشــترین افزایــش ســطح BDNF را 
در هیپوکامــپ موش هــای صحرایــی نشــان داده اســت کــه 
تأییــدی بــر مشــاهدات رفتــاری صــورت گرفتــه می باشــد. تجویــز 
لیتیــوم ســبب افزایــش بیــان BDNF در مغــز جونــدگان به ویــژه 
ــن،  ــردد و همچنی ــال می گ ــر فرونت ــک و قش ــتم لیمبی در سیس
ــوم در  ــک لیتی ــرات نوروتروفی ــه اث ــد ک ــان داده ان ــات نش مطالع
ــذا،  ــد[43]. ل ــان BDNF می باش ــد بی ــری نیازمن ــای قش نورون ه
ازآنجایی کــه تشــنج ســبب کاهــش محتــوای BDNF در مغــز 
می گــردد و بیــان گیرنده هــای BDNF و نیــز مســیر ســیگنالینگ 
ــد[44]،  ــش می یاب ــرازول کاه ــل تت ــرر پنتی ــز مک ــی تجوی آن در پ
تجویــز درازمــدت لیتیــوم می توانــد بــا مکانیزمــی جبرانــی، 
ــای  ــن رو موش ه ــرد و ازای ــطح BDNF را بگی ــش س ــوی کاه جل
صحرایــی را از حــوادث نورودژنراســیونی ناشــی از تشــنج و القــاء 
اثــرات رفتــاری متعاقــب آن نظیــر آنچــه در مطالعــهٔ حاضــر دیــده 
شــده اســت مصــون نگــه دارد. همچنیــن دیــده شــده اســت کــه 
لیتیــوم می توانــد ســطح افســردگی را در مــدل حیوانــی مســمومیت 
تــری متیــل تینــی بــا افزایــش بیــان BDNF کاهــش دهــد[45]. در 
اختــلال مــادرزادی ســندرم X شــکننده ســطح بالایــی از اضطــراب 
و نیــز بیــش فعالــی دیــده شــده اســت. مطالعــات نشــان داده انــد 
ــا  ــن رفتاره ــار ای ــبب مه ــوم س ــر لیتی ــدهٔ GSK-3 نظی ــه مهارکنن ک
ــز  ــت GSK-3 در پاتوژن ــان دهندهٔ دخال ــر نش ــن ام ــه ای ــود ک می ش
ــطهٔ  ــار آن باواس ــع مه ــت. GSK-3 و درواق ــکننده اس ــندرم X ش س
لیتیــوم می توانــد راهــکار درمانــی مناســبی بــرای تعدیــلات 

ــردد[46]. ــات گ ــل حیوان ــن قبی ــاری در ای رفت
مشــاهدات رفتــاری تابــع تغییــرات مختلــف محیطــی می توانــد 
نتایــج متفاوتــی بــه دســت دهــد. لــذا نیــاز بــه تکــرار آزمایش های 
بــا  آن هــا  تأییــد  و  مختلــف  زمانــی  بازه هــای  در  متعــدد 
بــا  تیمــار  ازآنجایی کــه  دارد.  رفتــاری  متفــاوت  آزمون هــای 
TrkB و گیرنــده آن BDNF لیتیــوم کلرایــد ســبب تغییــر بیــان ژن

در هیپوکامــپ می گــردد، مطالعــات بعــدی می توانــد بــه بررســی 
ــردگی در  ــبه افس ــای ش ــز رفتاره ــای BDNF و نی ــان گیرنده ه بی

ایــن مــدل بپــردازد.

نتیجه گیری
نتایــج حاصــل از ایــن پژوهــش نشــان داد کــه تجویــز تکرارشــوندهٔ 
پنتیلــن تتــرازول ســبب بــروز اضطــراب در موش هــای صحرایــی 
ــای  ــوم در دوزه ــه لیتی ــد ک ــر می رس ــه نظ ــه ب ــردد. این گون می گ
پاییــن اثــرات مثبــت و بهتــری از خــود نشــان می دهــد و 
می توانــد در بهبــود اضطــراب و رفتارهــای اکتشــافی نقــش 
داشــته باشــد. هرچنــد، بــا توجــه بــه اینکــه همچنــان مکانیســم 
ــی روبه روســت، بررســی های بیشــتر در  ــا ابهامات ــوم ب ــر لیتی تأثی
مــورد  مکانیســم تأثیــر آن بــر اختــلالات اضطرابــی لازم بــه نظــر 

می رســد.
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ــگاه  ــش دانش ــت پژوه ــات مدیری ــی: از زحم ــکر و قدردان تش
آزاد اســلامی شــیراز در اعطــای تســهیلات لازم جهــت اجــرای ایــن 

پــروژه صمیمانــه قدردانــی مــی شــود.
تاییدیــه اخلاقــی: مطابــق مجــوز شــماره 8324-2034-95 و بر 
ــات آزمایشــگاهی ملاحضــات  اســاس قوانیــن حمایــت از حیوان
اخلاقــی بــا نظــارت کمیتــه اخلاقــی دانشــگاه آزاد اســلامی واحــد 

شــیراز رعایــت گردیــد.
تعــارض منافــع: هیچگونــه تعــارض منافعــی توســط نویســنده 

بیــان نشــده اســت.
ــنده  ــش )نویس ــت من ــن عدال ــد امی ــندگان: محم ــهم نویس س
اول( 25%؛ مرضیــه یزدانــی )نویســنده دوم( 25%؛  اعظــم داوودی 
)نویســنده ســوم( 25%؛ ســمانه رفیعــی )نویســنده چهــارم( %25.

ــط  ــروژه توس ــن پ ــی ای ــع مال ــی از مناب ــی: بخش ــع مال مناب
معاونــت پژوهــش دانشــگاه آزاد اســلامی شــیراز و در قالــب 

ــت. ــده اس ــن ش ــه تأمی پژوهان
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