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 Introduction: Changes in the morphology of dendrites and the function of nerve circuits in
 pain-sensing neurons in the dorsal horn of the spinal cord ultimately lead to neuropathic pain.
 Increased expression of Rac1 is associated with increased size and density of dendritic spines
 and increased pain threshold in multiple sclerosis (MS). This study aimed to investigate the
 effect of four weeks of physical activity in an enriched environment on Rac1 and structural
 changes of WDR neurons in the dorsal horn of the spinal cord, and pain sensitivity in the
 chronic course of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal model used
 to study the immunopathogenesis of MS. Materials and Methods: Thirty female C57BL6
 mice were randomly divided into three groups. The first group was induced with MOG35-55
 peptide (EAE group), the second group received a saline injection (healthy control group),
 and the third group, after induction with MOG35-55, was placed in the cage of the enriched
 environment (group living in enriched environment + EAE). On day 30 post-induction
 (chronic period of the disease), the formalin test assessed pain sensitivity. Then the mice
 were anesthetized with ketamine and xylazine, and the spinal cord tissue was removed. Rac1
 protein levels were measured by immunohistochemistry. The length and density of dendritic
 spines were assessed using the Golgi-Cox staining. Results: Our findings showed that living
 in an enriched environment significantly reduced RAC1 levels, the length and density of
 dendritic spines of WDR neurons in the dorsal horn of the spinal cord, and pain sensitivity
 compared to the EAE group. Conclusion: Changing the environment and lifestyle to a
 happy and enriched environment and active lifestyle could reduce pain sensitivity in MS by
preventing structural changes in pain-sensing neurons in the dorsal horn of the spinal cord.d
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تاثیر چهار هفته فعالیت بدنی بر سطوح پروتئین Rac1 و پلاستیسیته نورون‌های WDR در شاخ خلفی 
نخاع موش‌های مبتلا به انسفالومیلیت خود ایمن تجربی
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3-   پلاستیسیته نورونی
4-  فعاليت ورزشي

ــده  ــی در نورون‌هــای درک کنن ــا و عملکــرد مدارهــای عصب ــوژی دندریت‌ه ــر در مورفول مقدمــه: تغیی
ــا  ــه درد نوروپاتیــک می‌شــود. افزایــش در بیــان Rac1 ب درد در شــاخ خلفــی نخــاع در نهایــت منجــر ب
ــراه  ــاری MS هم ــری درد در بیم ــک پذی ــش تحری ــی و افزای ــای دندریت ــم خار‌ه ــدازه و تراک ــش ان افزای
اســت. هــدف از پژوهــش حاضــر بررســی تاثیــر چهــار فعالیــت بدنــی در محیــظ غنــی شــده بــر Rac1 و 
تغییــرات ســاختاری نورون‌هــای WDR در شــاخ خلفــی نخاع و حساســیت بــه درد در دوره مزمــن بیماری 
انســفالومیلیت خــود ایمــن تجربــی )EAE(، مــدل حیوانــی مــورد اســتفاده بــرای مطالعــه ایمونوپاتوژنــز 
بیمــاری مالتیپــل اســکلروزیس، می‌باشــد. مــواد و روش‌هــا: 30 ســر مــوش C57BL6 مــاده بــه صورت 
تصادفــی بــه ســه گــروه 10 تایــی تقســیم شــدند.گروه اول، بــا پپتیــد MOG35-55 القــا شــدند )گــروه 
MOG35- (، گــروه دوم، تزریــق ســالین داشــتند )گــروه کنتــرل ســالم(، و گروه ســوم، پــس از القا بــاEAE

55 در قفــس محیــط غنــی شــده قــرار گرفتنــد ) گــروه زندگــی در محیــط غنــی شــده+ EAE(. در روز 30 
پــس از القــا )دوره مزمــن بیمــاری EAE( حساســیت بــه درد بــا آزمــون فرمالیــن انجــام شــد و ســپس 
 Rac1 موش‌هــا بــا تزریــق کتامیــن و زایلازیــن بیهــوش و بافــت نخــاع برداشــته شــد. ســطوح پروتئیــن
ــا روش گلــژی کاکــس اندازه‌گیــری  ــا روش ایمونوهیستوشــیمی و طــول و تراکــم خار‌هــای دندریــت ب ب
شــد. یافته‌هــا: یافته‌هــای پژوهــش مــا نشــان داد کــه زندگــی در محیــط غنــی شــده در مقایســه بــا 
گــروه EAE ســطوح پروتئیــن Rac1، طــول و تراکــم خارهــای دندریــت نورون‌هــا را در شــاخ خلفــی نخــاع 
و حساســیت بــه درد را بــه طــور معنــی‌داری کاهــش داد. نتیجه‌گیــری: تغییــر محیــط و ســبک زندگــی 
بــه محیطــی شــاد و غنــی شــده و ســبک زندگــی فعــال می‌توانــد بــا جلوگیــری از تغییــرات ســاختاری 
نورون‌هــای درک کننــدة درد در شــاخ خلفــی نخــاع حساســیت بــه درد را در بیمــاری MS کاهــش دهــد.
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مقدمه
مالتیپــل اســکلروزیس )MS( یــک بیمــاری خــود ایمنــی 
ــب  ــاب و تخری ــا الته ــه ب ــت ک ــزی اس ــی مرک ــتم عصب سیس
 MS غــاف میلیــن همــراه اســت. اصلــی تریــن پیامــد بیمــاری
ــیاری از  ــا بس ــت ام ــی اس ــرد حرکت ــرونده عملک ــش پیش کاه
بیمــاران علائــم ثانویــه مثــل اختــالات شــناختی، اختــال در 
عملکــرد مثانــه، خســتگی و درد را نیــز تجربــه می‌کننــد. درد 
مزمــن عصبــی یکــی از مشــکلات ثانویــه مهــم در 50 درصــد 
بیمــاران مبتــا بــه MS اســت کــه کیفیــت زندگــی آن هــا را 
ــاران  ــد )1(. درد در بیم ــرار می‌ده ــر ق ــه شــدت تحــت تاثی ب
ــاک  ــه محــرک هــای غیــر دردن ــا افزایــش حساســیت ب MS ب
ــدت  ــی م ــای طولان ــخ ه ــت و پاس ــردن پوس ــس ک ــل لم مث
بــه محــرک هــای دردنــاک مثــل جراحــی همــراه اســت کــه 
بــرای بیمــاران بســیار آزاردهنــده اســت.درد مزمــن عصبــی در 
بیمــاران MS بــه دلایــل مختلفــی از جملــه افزایــش التهــاب، 
ــی  ــاخ خلف ــونی در ش ــیب آکس ــن و آس ــاف میلی ــب غ تخری
نخــاع یــا در تالامــوس ایجــاد می‌شــود.یکی از مکانیســم 
هــای درد مزمــن عصبــی افزایــش حساســیت مرکــزی1 
در ســیناپس‌های شــاخ خلفــی2 نخــاع )DH( اســت )2(. 
حساســیت مرکــزی، افزایــش پاســخ نورون‌هــای درک کننــده 
درد بــه درون داد هــای طبیعــی عصــب هــای آوران اســت کــه 
بــه دلیــل تغییــرات ســاختاری و عملکــردی در ایــن نورون‌هــا 
یــا همــان پلاستیســیته عصبــی رخ می‌دهــد )2(. پلاستیســیته 
ــازگاری  ــری و س ــی یادگی ــترده توانای ــی گس ــه معن ــی ب عصب
عملکــرد نورونــی بــه تاثیــرات محیطــی و تغییــرات ذاتی اســت.

ــر در  ــای تغیی ــه معن ــی ب ــته عصب ــه درد پلاسیتیس در زمین
عملکــرد مســیرهای عصبــی درد بــرای ســازگار شــدن بــا درد 
ــی و اختــالات  مکــرر و پیوســته ناشــی از بیماری‌هــای التهاب
ــی  ــای عصب ــی بیماری‌ه ــاب ناش ــت )3(. الته ــک اس نوروپاتی
باعــث تغییــر در مورفولــوژی خــار دندریت‌هــا و عملکــرد 
ــاخ  ــده درد در ش ــای درک کنن ــی در نورون‌ه ــای عصب مداره
ــود )4(.  ــی می‌ش ــن عصب ــت درد مزم ــاع و در نهای ــی نخ خلف
ــت  ــای دندری ــم خاره ــش تراک ــامل افزای ــرات ش ــن تغیی ای
ــه  ــک ب ــی نزدی ــای دندریت ــدد خار‌ه ــع مج ــا، توزی نورون‌ه
جســم ســلولی و افزایــش قطــر ســر خارهــای دندریــت اســت 
)4(. در ســطح ســلولی، ایــن تغییــرات در ســاختار دندریــت هــا 
باعــث افزایــش جریــان تحریکــی بــه نــورون پــس سیناپســی 
ــت  ــراه اس ــه درد هم ــیت ب ــش حساس ــا افزای ــه ب ــود ک می‌ش
ــای  ــم در خاره ــایز و تراک ــش در س ــن افزای ــن ای )4(. همچنی
ــدت  ــی م ــت طولان ــش تقوی ــث افزای ــا باع ــت نورون‌ه دندری
)LTP(3 می‌شــود )5(. بــه طــور کلــی LTP به‌عنــوان افزایــش 
ــش  ــورون پی ــن دو ن ــدرت سیناپســی بی ــدت در ق ــی م طولان
و پــس سیناپســی تعریــف می‌شــود.LTP  در ســیناپس هــای 
هیپوکامــپ عامــل اصلــی در یادگیــری و شــکل گیــری حافظــه 
ــه  ــد ک ــر نشــان می‌ده ــات اخی ــود مطالع ــن وج ــا ای اســت. ب

ــاد  ــا درد ایج ــط ب ــی مرتب ــد در مســیرهای عصب LTP می‌توان
شــود و بــه افزایــش غیــر طبیعــی حساســیت بــه درد ناشــی4 از 
التهــاب یــا نوروپاتــی کمــک کنــد )6(. در شــرایط پاتولوژیــک 
ــاختاری  ــرات س ــث تغیی ــاب باع ــش الته ــاری MS افزای بیم
در دندریــت نورون‌هــای بــا دامنــه دینامیکــی گســترده 
)WDR(5 در شــاخ خلفــی نخــاع می‌شــود کــه ایــن تغییــرات 
ــال در  ــک6 و اخت ــال گلوتاماترژی ــش انتق ــا افزای ــاختاری ب س
ــرات منجــر  ــن تغیی ــراه اســت )5(. ای ــک7 هم ــال گاباارژی انتق
ــه  ــیت ب ــی حساس ــر طبیع ــش غی ــش LTP و افزای ــه افزای ب
ــه  ــه MS ب ــا ب ــار مبت ــود بیم ــث می‌ش ــودکه باع درد می‌ش
ــا درد پاســخ بدهــد )5 ،6(. ــاک نیــز ب محرک‌هــای غیــر دردن

بــا توجــه بــه اهمیــت پلاستیســیته ســاختاری  و عملکــردی در 
DH در توســعه درد مزمــن عصبــی ، عصــب شناســان بــه دنبال 
جلوگیــری از ایــن تغییــرات بــه منظــور کنتــرل درد هســتند. 
 Rac1.اســت Rac1 ــاز ــار کین ــا مه ــن راه ه ــر تری یکــی از موث
Rho-GT� هی�ـک پروتئی�ـن داخ�ـل س�ـلولی کوچ�ـک در خان�ـواده

Pase اســت کــه مجموعــه‌ای از عملکرد‌هــای ســلولی از جملــه 
ــده  ــن اســکلت ســلولی و خوشــه‌بندی گیرن ســازماندهی اکتی
ــورون  ــت ن ــک AMPA در غشــای خارهــای دندری گلوتاماترژی
پــس سیناپســی می‌شــود )7(. افزایــش بیــش از حــد در 
بیــان Rac1 بــا افزایــش انــدازه و تراکــم خــار هــای دندریتــی، 
ــای  ــری درد در مدل‌ه ــک پذی ــش تحری ــش LTP و افزای افزای
ــی  ــات مختلف ــت )7(. مطالع ــراه اس ــی هم ــف درد عصب مختل
نشــان داده‌انــد کــه مهــار Rac1 بــه کمــک مداخــات دارویــی 
موجــب کاهــش تغییــرات ســاختاری و الکتروفیزیولوژیایــی در 
ــه درد عصبــی  ــوط ب ــورون هــای WDR در مــدل هــای مرب ن
 )EAE( 8انســفالومیلیت خودایمنــی تجربــی می‌شــود )8(. 
مــدل حیوانــی بیمــاری MS اســت کــه پیشــرفت ایــن بیمــاری 
ــب  ــه تخری ــد و منجــر ب ــی کن ــد م ــن تقلی ــه مزم را در مرحل
ــود)9(.  ــاب در CNS می‌ش ــون و الته ــن در آکس ــاف میلی غ
پژوهش‌هــا نشــان داده انــد، مــدل EAE رفتارهــای درد و 
ــا  ــراد مبت ــوارد مشــاهده شــده در اف ــا م ــوژی مشــابه ب پاتول
ــه  ــرای مطالع ــد ب ــن می‌توان ــد بنابرای ــه MS را نشــان می‌ده ب
ــورد  ــی م ــاختاری در سیســتم عصب ــرات س ــار درد و تغیی رفت
اســتفاده قــرار بگیــرد )10(. فعالیــت ورزشــی و ســبک 
ــه  ــک مداخل ــوان ی ــترس به‌عن ــه دور از اس ــال و ب ــی فع زندگ
غیــر دارویــی نقــش مهمــی در جلوگیــری از تخریــب عصبــی 
ــه،  ــب ازجمل ــی از ایــن تخری ــه ناش ــود  علائــم ثانوی و بهب
خســتگی، درد مزمــن عصبــی و افســردگی در بیمــاران مبتــا 
بــه MS دارد)11(. فعالیــت ورزشــی می‌توانــد از طریــق کاهــش 
بیــان ســلول هــای گلیــا، مهــار التهــاب ،اســترس اکســیداتیو 
و افزایــش فاکتــور نوروتروفيــک مشــتق از مغــز )BDNF(9 در 
شــاخ خلفــی نخــاع و ریشــه هــای خلفــی گانگلیــون10 از تغییــر 
ــورون هــای حــس کننــده درد جلوگیــری  شــکل و تخریــب ن

1 Central sensitisation
2 Dorsal horn
3 Long-term potentiation
4 Hyperalgesia
5 Wide-dynamic-range (WDR) neurons

6 Glutaminergic
7 GABAergic
8 Experimental autoimmune encephalomyelitis
9 Brain-Derived Neurotrophic Factor 
10 Dorsal root ganglion
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ــان  ــکاران نش ــون11و هم ــتا بنس ــن راس ــد )12(. در همی کن
ــای  ــلول ه ــوذ س ــاری نف ــی اختی ــت ورزش ــه فعالی ــد ک دادن
ــی  ــاخ خلف ــاب را در ش ــیداتیو و الته ــترس اکس ــی، اس ایمن
نخــاع مــوش هــای مبتــا بــه EAE کاهــش داد عــاوه برایــن 
فعالیــت ورزشــی اختیــاری فعالیــت نــورون هــا و گیرنــده هــای 
گلوتامــات را تعدیــل کــرد کــه منجــر بــه کاهــش حساســیت 
ــان  ــکاران نش ــگ12 و هم ــن، چیان ــد)13(. همچنی ــه درد ش ب
ــا  ــه دیابــت فعــال )انجــام 30 دقیقــه ی ــد، افــراد مبتــا ب دادن
ــرادی کــه  ــا اف بیشــتر فعالیــت ورزشــی در روز( در مقایســه ب
ــت  ــام فعالی ــرک ) انج ــم تح ــراد ک ــد و اف ــت نمی‌کردن فعالی
ورزشــی کمتــر از 30 دقیقــه در روز( کمتــر در معــرض خطــر 
ــه  ــده ک ــازی ش ــی س ــط غن ــد)14(. محی ــی بودن درد عصب
نوعــی فعالیــت اختیــاری اســت، شــامل قفــس هــای بزرگــی 
مــی باشــد کــه تعامــل اجتماعــی ، فعالیــت بدنــی و فعالیــت 
هــای حســی و شــناختی را بــه صــورت همزمــان فراهــم مــی 
ــی  ــتم عصب ــودن سیس ــر ب ــرا ت ــه ی آن پذی ــه نتیج ــد ک کن
ــه روش هــای  ــرای درمــان هــای دارویــی نســبت ب مرکــزی ب
ــری از  ــه جلوگی ــی ک ــت )15(.از آنجای ــاری اس ــی اجب تمرین
ــای  ــرد نورون‌ه ــر در ســاختار و عملک ــاب و تغیی ــش الته افزای
حــس کننــده درد بــا انتخــاب نــوع مناســب فعالیــت ورزشــی 
می‌توانــد نقــش مهمــی در کنتــرل درد مزمــن عصبــی داشــته 
باشــد )16(، هــدف از پژوهــش حاضــر بررســی تاثیــر ســبک 
زندگــی فعــال و زندگــی در محیــط غنی ســازی شــده بــر تغییر 
ســاختار نورون‌هــای  WDRدر شــاخ خلفــی نخــاع و تحریــک 
ــت. ــه EAE اس ــا ب ــاده مبت ــای م ــوش ه ــری درد در م پذی

مواد و روش‎ها
روش پژوهش

30 ســر مــوش مــاده C57BL6 8 هفتــه‌ای بــا میانگیــن وزنــی 
2 ± 18 از انیســتیتو پاســتور ایــران خریــداری و بــه آزمایشــگاه 
منتقــل و پــس از ســازگاری با محیــط آزمایشــگاه در هفته اول، 
بــه صــورت تصادفــی بــه  ســه گــروه 10 تایــی تقســیم شــدند. 
در گــروه اول بــا MOG35-55 القــای EAE انجــام شــد )گــروه 
ــرل  ــروه کنت ــتند )گ ــالین داش ــق س ــروه دوم، تزری EAE(، گ
MOG35-ــا ــای EAE ب ــس از الق ــوم، پ ــروه س ــالم( ، و گ س

55  در قفــس محیــط غنــی شــده کــه شــامل ویــل رانینــگ، 
ــه هــای پلاســتیکی اســت قــرار  ــان و لول ــازی ، نردب اســباب ب
ــده+ EAE(. در  ــی ش ــط غن ــی در محی ــروه زندگ ــد )گ گرفتن
روز 30 پــس از القــا )دوره مزمــن بیمــاری EAE( کــه در ایــن 
ــه دوره  ــا یــک کاهــش جزئــی نســبت ب ــم بالینــی ب دوره علائ
ــای  ــات می‌رســند )17(، تســت ه ــه ثب ــا ب اوج بیمــاری تقریب
ــپس  ــام  و س ــری درد انج ــک پذی ــه تحری ــوط ب ــاری مرب رفت
مــوش هــا بــا تزریــق کتامیــن )100 میلــی گــرم بــه کیلوگــرم 
ــرم وزن  ــه کیلوگ ــرم ب ــی گ ــن )10 میل ــدن( و زایلازی وزن ب
بــدن( بیهــوش ســپس تشــریح و بافــت بــرداری شــدند.

القای EAE و ارزیابی بالینی
اختــالات  موسســه  در  موش‌هــا  روی  بــر   EAE القــای 
ــرم  ــد. 50 میکروگ ــام ش ــالاری انج ــاری س ــناختی و رفت ش
 )MOG35-55( گلیکوپروتئیــن  الیگودندروســیتس  میلیــن 
 )PBS( کــه در 100 میکرولیتــر محلــول بافرشــده بــا فســفات
ــد  ــل فرون ــت کام ــر ادوجوان ــی لیت ــر میل ــرم ب ــی گ و 1 میل
ــه  ــدی در ناحی ــر جل ــرده و به‌صــورت زی ــوط ک )CFA(13 مخل
هــر دو پهلــو حیــوان تزریــق شــد. تمامــی حیوانــات در روزهای 
0 و 2 )در روز تزریــق و دو روز بعــد از آن(، بــه صــورت داخــل 
ــتند  ــق پرتوســیس تاکســین داش ــرم تزری ــی 100 نانوگ صفاق
ــی  ــا باق ــان ب ــرل همزم ــه ذکــر اســت گــروه کنت )18(. لازم ب
ــدن  ــی وزن ب ــرای ارزیاب ــالین داشــت. ب ــق س ــا تزری ــروه ه گ
 ،EAE ــی ــم بالین ــدند و علائ ــی ش ــه وزن کش ــات روزان حیوان
ــورد  ــر م ــاس زی ــاس مقی ــر اس ــتقل ب ــر مس ــط دو ناظ توس
ــره 1=  ــاری؛ نم ــدون بیم ــره 0= ب ــت: نم ــرار گرف ــی ق ارزیاب
ضعــف و فلجــی در دم؛ نمــره 2= ضعــف در انــدام عقبــی؛ نمــره 
3= فلــج کامــل انــدام عقبــی؛ نمــره 4= فلــج انــدام عقبــی بــا 
ــرگ )19(. ــره 5= م ــی؛ و نم ــدام جلوی ــج در ان ــا فل ــف ی ضع

پروتکل فعالیت بدنی در محیط غنی شده
ــرای تهســیل  ــی شــده محیطــی طراحــی شــده ب ــط غن محی
ــزات و  ــه تجهی ــا تهی ــی ب ــی، شــناختی و اجتماع ــت بدن فعالی
ــت )20(.  ــا اس ــاختاریافته و پوی ــط س ــک محی ــازماندهی ی س
ــا  ــی ب ــه قفس ــی ب ــرای زندگ ــا ب ــای EAE موش‌ه ــس از الق پ
ــول،  ــر )ط ــخصات ])1×1× 1 مت ــا مش ــده ب ــی ش ــط غن محی
ــان،  ــازی، نردب ــباب ب ــل رانینگ،اس ــا 3 وی ــاع([ ب ــرض، ارتف ع
ــذا منتقــل  لوله‌هــای پلاســتیکی، بطری‌هــای آب و ظــروف غ
ــد )21(.  ــی کردن ــس زندگ ــن قف ــدند و در کل دوره در ای ش
تعــداد دور هــای ویــل رانینــگ و فعالیــت موش‌هــا در قفــس 
ــد. ــت ش ــری ثب ــورد کامپیوت ــک ب ــیلة ی ــه وس ــده ب ــی ش غن

آزمون فرمالین
در روز 30 پــس از القــا 20 میکرولیتــر فرمالیــن 1 درصــد بــه 
پنجــه عقــب ســمت راســت موش‌هایــی کــه نمــره بالینــی 1 را 
نشــان داده بودنــد به‌صــورت زیــر جلــدی تزریــق شــد. مــدت 
زمــان لیســیدن و گاز گرفتــن پنجــه پایــی کــه فرمالیــن بــه آن 
ــه درد در نظــر  ــوان نشــانگر پاســخ ب ــود. به‌عن ــق شــده ب تزری
گرفتــه شــد. پاســخ بــه درد در دو فــاز اول )5 دقیقــه( و فاز دوم 
)30-20 دقیقــه( پــس از تزریــق فرمالیــن مشــخص شــد)22(.

روش ایمونوهیستوشیمی
ــا  ــاع ب ــی نخ ــاخ خلف ــای Rac1 در ش ــی پروتئین‌ه مکان‌یاب
ــروه  ــه از هرگ ــیمی در5 نمون ــتفاده از روش ایمونوهیستوش اس
ــای  ــور نمونه‌ه ــن منظ ــرای ای ــت. ب ــرار گرف ــی ق ــورد بررس م
ــته  ــه شس ــه 5 دقیق ــه فاصل ــه و ب ــا PBS در 4 مرحل ــاع ب نخ

11 Benson
12 Chiang
13 Complete Freund’s Adjuvant
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شــدند. بــه منظــور بــاز یابــی آنتــی ژنــی بــر روی نمونــه هــا 
اســیدکلریدریک 2 طبيعــي بــه مــدت 30 دقیقــه ریختــه شــد 
ســپس بافــر بــورات بــه منظــور خنثــی ســازی اســید بــه مــدت 
5 دقیقــه اضافــه و ســلول هــا بــا PBS شســته شــدند. تریتــون 
0/3 درصــد بــه مــدت 30 دقیقــه بــه منظــور نفــوذ پذیــر کردن 
ــا  ــاره ب ــه هــا دوب غشــاء ســلول‌ها اســتفاده شــد. ســپس نمون
ــرای مــدت 30  ــز 10 درصــد ب PBS شســته شــدند و ســرم ب
ــه  ــادی ثانوی ــوک کــردن واکنــش آنتــی ب دقیقــه به‌منظــور بل
ــا  ــا ب ــد. نمونه‌ه ــه ش ــه اضاف ــی زمین ــگ اضاف ــورت رن ــه ص ب
PBS شستشــو و آنتــی بــادی اولیــه رقیــق شــده )1 بــه 100 ( 
بــا PBS را بــر روی نمونه‌هــا ریختــه و یــک ســاعت در دمــای 
محیــط قــرار داده می‌شــود. پــس از آن نمونه‌هــا را 3 مرتبــه و 
هــر بــار به مدت 5 دقیقه بــا PBS شستشــو داده و 100 لاندا از 
بــه   )Linker PVP1000D-BioSystems Diagnostic(
ــه  ــود. در ادام ــه می‌ش ــا اضاف ــه نمونه‌ه ــه ب ــدت 15 دقیق م
ــر  ــول پلیم ــدا از محل ــو و 100لان ــا PBS شستش ــه ب 3 مرتب
 30 مــدت  بــه   )PVP1000D-BioSystems Diagnostic(
دقیقــه بــه نمونــه اضافــه می‌گــردد. مجــدد نمونه‌هــا بــا 
محلــول  از  لانــدا   100 ادامــه  در  و  داده  شستشــو   PBS
)DABACV999ScyTek( بــه نمونــه اضافــه می‌شــود. نمونه‌ها 
پــس از 5 دقیقــه بــا آب شستشــو داده و در انتهــا بــه مــدت 10 
ثانیــه داخــل رنــگ هماتوکســلین قــرار داده مــی شــود. پس از 
آن دوبــاره بــا آب شستشــو و بعــد از مراحــل آبگیــری و شــفاف 
ــکوپ  ــا میکروس ــبانده و ب ــه چس ــل را روی نمون ــازی، الم س
ن�ـوری )LABOMED( عکــس بــرداری انجــام مــی شــود )23(.

روش گلژی کاکس

ــه  ــگ آمیــزی ب ــرای پروســه رن ــاده ســازی بافــت ب جهــت آم
ــدند و  ــس ش ــد فیک ــن 10 درص ــاعت در فرمالی ــدت 24 س م
ــگ  ــول رن ــت روز در محل ــدت هف ــه م ــا ب ــد از آن نمونه‌ه بع
ــری  ــپس قالب‌گی ــد س ــداری ش ــس نگه ــژی کاک ــزی گل آمی
روی  میکروتــوم  توســط  مقطع‌گیــری  و  پارافیــن  توســط 
ــر  ــد و از ه ــام ش ــری انج ــای 60 میکرومت ــا برش‌ه ــاری ب ت

ــده  ــه ش ــای تهی ــپس از لام‌ه ــد. س ــه ش ــه 10 لام تهی نمون
ــری  ــن تصاوی ــه دوربی ــز ب ــوری مجه ــکوپ ن ــط میکروس توس
تصاویــر  می‌شــود.  تهیــه  برابــر   400 نمایــی  بــزرگ  در 
ــداد  ــا، تع ــت در نورون‌ه ــداد دندری ــر تع ــده از نظ ــه ش گرفت
انشــعابات و تعــداد خارهــای دندریتــی در هــر دندریــت مــورد 
ارزیابــی قــرار گرفــت. بــرای انجــام آنالیــز دندریتــی 10 
ــر را  ــای زی ــه ویژگی‌ه ــن IV-VI( ک ــن )لامی ــورون در لامی ن
ــا  ــلولی 20 ت ــومای س ــر س ــدند: 1- قط ــاب ش ــتند انتخ داش
ــد  ــدة دندریتــی بای 50 میکرومتــر اســت 2- حداقــل یــک زائ
ــه ســومای ســلولی وارد لامیــن مجــاور شــود، 3-  ــا توجــه ب ب
ــد )1(. ــکل باش ــی ش ــی مخروط ــای دندریت ــای زائده‌ه انته

روش آماری
ــن  ــزارش میانگی ــرای گ ــی ب ــار توصیف ــن پژوهــش از آم در ای
ــرای  ــن ب ــود. همچنی ــتفاده می‌ش ــرات اس ــد تغیی ــا و درص ه
ــاپیرو  ــون ش ــا از آزم ــع داده‌ه ــودن توزی ــی ب ــی طبیع بررس
از  واریانس‌هــا  بــودن  بررســی همگــن  بــرای  و  ویلــک14 
ــن  ــا در بی ــاف داده‌ه ــی اخت ــرای بررس ــن15 و ب ــون لوی آزم
ــون  ــه16 و آزم ــک طرف ــس ی ــل واریان ــون تحلی ــا از آزم گروه‌ه
ــل  ــه و تحلي ــت تجزي ــود. جه ــتفاده می‌ش ــی اس ــی توک تعقیب
ــی  ــد. تمام ــد ش ــتفاده خواه ــزار SPSS16 اس ــا از نرم‌اف داده‌ه
می‌شــود. 0/05انجــام  معنــی‌داری  ســطح  در  تحلیل‌هــا 

یافته‎ها
بالینــی  علائــم  و  وزن  توصیفــی  یافته‌هــای  جــدول1 
بیمــاری EAE را در روز شــروع علائــم بالینــی و روز 30 
می‌دهــد.  نشــان  بیمــاری(  مزمــن  )دوره  القــا  از  پــس 
بالینــی  علائــم  می‌شــود،  مشــاهده  کــه  همانطــور 
اســت. شــده  آغــاز  القــا  از  پــس   13 روز  در  بیمــاری 

ــگ در  ــل رانین ــه وی ــوط ب ــای مرب ــت یافته‌ه ــن ثب همچنی
ــه  ــا روزان ــه موش‌ه ــد ک ــان می‌ده ــده نش ــی ش ــط غن محی
�ـادل 87/54  ــن700/37 ± 3023/12 دور مع ــور میانگی ــه ط ب
داشــته‌اند. فعالیــت  رانینــگ  ویــل  در  متــر   377/89  ±

14 Shapiro wilks
15 Leven
16 One-way ANOVA

جدول 1- یافته‌های توصیفی علائم بالینی و وزن موش‌ها در گروه‌های پژوهش )میانگین ± انحراف استاندارد(
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ــیت  ــده حساس ــی ش ــط غن ــی در محی ــت بدن فعالی
 EAE بــه  مبتــا  موش‌هــای  در  را  درد  بــه 
می‌دهــد. کاهــش  بیمــاری  مزمــن  دوره  در 

نتایــج آزمــون فرمالیــن نشــان داد کــه فعالیت بدنــی در محیط 
غنــی شــده بــه طــور معنــی‌داری حساســیت بــه درد را در دوره 
ــان  ــی زم ــت بدن ــش داد)P>0/05(.فعالی ــاری کاه ــن بیم مزم
لیــس زدن را در مقایســه بــا گــروه EAE در هــر دو مرحله اولیة 
)P=0/00 ،F=6/34( و ثانویــه)P=0/001 ،F=5/58( کاهــش 
ــن  ــون فرمالی ــس زدن در آزم ــداد لی ــان و تع ــش زم داد. کاه
بیانگــر کاهــش حساســیت بــه درد اســت )تصويــر شــماره 1(.

 Rac1 پروتئیــن  بیــان  شــده  غنــی  محیــط  در  زندگــی 
بــه  مبتــا  موش‌هــای  نخــاع  خلفــی  شــاخ  در  را 

می‌دهــد. کاهــش  بیمــاری  مزمــن  دوره  در   EAE
نتایــج رنــگ آمیــزی ایمونوهیستوشــیمی نشــان می‌دهــد کــه 
ــاخ  ــن Rac1 در ش ــان پروتئی ــش در بی ــای پژوه ــن گروه‌ه بی
ــي‌داری  ــاوت معن ــاری تف ــن بیم ــاع در دوره مزم ــی نخ خلف
وجــود دارد )P=0/00،F=159/20، تصويــر 2(. بیــان پروتئیــن 
Rac1 در مقایســه بــا گــروه کنتــرل در شــاخ خلفــی نخــاع بــه 
طــور معنــي‌داری افزایــش یافتــه اســت )P=0/00، تصويــر 2( و 
فعالیــت بدنــی در محیــط غنی شــده بیان پروتئیــن Rac1 را در 
مقایســه بــا گروه EAE کاهــش داده اســت )P=0/00، تصوير2(.

زندگــی در محیــط غنی شــده طــول و تراکم خارهــای دندریت 
نــورون هــای WDR را در شــاخ خلفــی نخــاع موش‌هــای 
ــد. ــش می‌ده ــاری کاه ــن بیم ــه EAE در دوره مزم ــا ب مبت

.*P>0/05 در هر دو مرحلة اولیه و ثانویه کاهش داد EAE تصوير 1- آزمون فرمالین- نتایج آزمون تعقیبی توکی نشــان می‌دهد زندگی در محیط غنی شــده زمان لیس زدن را در مقایســه با گروه

تصويــر 2- رنــگ آمیــزی ایمونوهیستوشــیمی- نتایــج آزمــون تعقیبــی توکــی نشــان می‌دهــد کــه زندگــی در محیــط غنــی شــده در مقایســه بــا گــروه EAE ســطوح پروتئیــن Rac1 را در 
.*P>0/05 کاهــش می‌دهــد )IV-VI شــاخ خلفــی نخــاع )لامیــن
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نتایــج رنــگ آمیــزی گلــژی- کاکــس نشــان می‌دهــد کــه بیــن 
 ،P=0/00 ،F=177/99( گروه‌هــای پژوهــش در طــول دندریــت
 ،P=0/00 ،F=87/66( ــت ــای دندری ــم خار‌ه ــر 3( و تراک تصوي
تصويــر 3( در شــاخ خلفــی نخــاع در دوره مزمن بیمــاری تفاوت 
معنــي‌داری وجــود دارد. یافته‌هــای آمــاری نشــان داد کــه گروه 
ــر  ــت بلندت ــول دندری ــرل ط ــروه کنت ــا گ ــه ب EAE در مقایس
 ،P=0/00( ــت ــای دندری ــم خاره ــر 3( و تراک )P=0/00، تصوي
ــده  ــی ش ــط غن ــی در محی ــد. زندگ ــتری دارن ــکل3( بیش ش
طــول)P=0/00، شــکل3( و تراکــم دندریــت)P=0/00، تصوير3( 
ــش داد. ــي‌داری کاه ــور معن ــه ط ــاع ب ــی نخ ــاخ خلف را در ش

بحث و نتیجه‎گیری

درد مزمــن یــک علامــت بالینــی شــدید و ناتوان کننــده مرتبط 
ــه امــروز مکانیســم‌های  ــا ب ــن حــال، ت ــا ای ــا ام اس اســت، ب ب
درد مزمــن مرتبــط بــا ام اس هنــوز بــه خوبــی شــناخته نشــده 
اســت. مدل‌هــای حیوانــی MS کــه جنبه‌هــای مختلــف 
ــه  ــرای مطالع ــا ب ــرای دهه‌ه ــد، ب ــد می‌کنن ــاری را تقلی بیم
ویژگی‌هــای پاتولوژیــک بیمــاری و اخیــراً بــرای بررســی 
ــد درد  ــش از ح ــیت بی ــا حساس ــط ب ــاری مرتب ــرات رفت تغیی
ــر  ــش حاض ــای پژوه ــد. یافته‌ه ــرار می‌گیرن ــتفاده ق ــورد اس م
نشــان داد کــه بیــان پروتئیــن Rac1 در شــاخ خلفــی نخــاع در 
دوره مزمــن EAE افزایــش یافــت کــه ایــن افزایــش بــا افزایــش 
طــول نورون‌هــا و تراکــم خار‌هــای دندریــت نورون‌هــای 
ــو17 و  ــود. کاتونان ــراه ب ــه درد هم ــش حســایت ب WDR و افزای

ــاری EAE بیشــتر  ــد، در شــروع بیم ــزارش کردن ــکاران گ هم
موش‌هــا افزایــش حساســیت بــه درد را نشــان دادنــد، تجزیــه 
خلفــی  شــاخ  نورون‌هــای  عصبــی  پلاستیســیته  تحلیــل 
ــت در  ــول دندری ــه ط ــان داد ک ــش نش ــن پژوه ــاع در ای نخ
ــه درد لمســی18 افزایــش  ــالا ب ــا حساســیت ب ــر ب موش‌هــای ن
ــاده  ــش در موش‌هــای م ــن افزای ــه ای ــی ک ــود در حال ــه ب یافت
دیــده نشــد. آن‌هــا در توجیــه یافته‌هــای خــود عنــوان کردنــد 
ــه درد در  کــه در شــروع بیمــاری EAE افزایــش حساســیت ب
ــاب  ــش الته ــر افزای ــن اســت ب ــاده بیشــتر ممک ــای م موش‌ه
و سیســتم ایمنــی مرتبــط باشــد، در حالــی کــه درد در 
ــم‌های  ــه مکانیس ــتر ب ــه EAE بیش ــا ب ــر مبت ــای ن موش‌ه
اســت)1(. وابســته  پلاستیســیته  و  تخریب‌کننــده 

افزایــش پلاستیســیته ســاختاری و تغییــرات مورفولوژیــک در 
ــث  ــت باع ــن اس ــای WDR ممک ــت نورون‌ه ــای دندری خاره
افزایــش تعــداد گیرنده‌هــای پــس سیناپســی تحریکــی )یعنــی 
ــرخ  ــا افزایــش ن گیرنده‌هــای AMPA( شــود. ایــن تغییــرات ب
آتــش پتانســیل عمــل همــراه اســت کــه منجــر بــه حساســیت 
بیــش از حــد بــه درد و علائــم رفتــاری درد نوروپاتیــک 
می‌شــود )Rac1 .)4 کینــازی تنظیمــی اســت کــه مجموعــه‌ای 
از عملکرد‌هــای ســلولی ازجملــه ســازماندهی اکتیــن اســکلت 
ــس  ــای پ ــای AMPA در غش ــه‌بندی گیرنده‌ه ــلولی، خوش س
ــتم  ــاب و سیس ــم الته ــت و تنظی ــای دندری ــی خاره سیناپس
ــث  ــان Rac1 باع ــش بی ــن افزای ــده دارد بنابرای ــر عه ــی ب ایمن
افزایــش تراکــم و طــول خار‌هــای دندریــت نورون‌هــای 

17 Catuneanu
18 Tactile pain
19 Sun
20 Benson

 WDR طــول دندریــت نورون‌هــای EAE تصويــر 3- رنــگ آمیــزی گلــژی- کاکــس- نتایــج آزمــون تعقیبــی توکــی نشــان می‌دهــد کــه زندگــی در محیــط غنــی شــده در مقایســه بــا گــروه
.*P>0/05کاهــش می‌دهــد )IV-VI و تراکــم خارهــای دندریــت را در شــاخ خلفــی نخــاع )لامیــن
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 EAE ــه ــا ب ــای مبت ــاع موش‌ه ــی نخ ــاخ خلف WDR در ش
ــان  ــددی نش ــای متع ــتا پژوهش‌ه ــن راس ــود. در همی می‌ش
ــاختاری  ــرات س ــش تغیی ــث کاه ــار Rac1 باع ــه مه ــد ک دادن
نورون‌هــای شــاخ خلفــی نخــاع و کاهــش حساســیت بــه درد 
ــی  ــای محیط ــیب عصب‌ه ــی، آس ــیب نخاع ــای آس در مدل‌ه
ــش  ــای پژوه ــود )26-24(. یافته‌ه ــی می‌ش ــت نوروپات و دیاب
حاضــر نشــان داد کــه فعالیــت بدنــی در محیــط غنــی شــده 
ــای  ــاع موش‌ه ــی نخ ــاخ خلف ــن Rac1 را در ش ــان پروتئی بی
مبتــا بــه EAE کاهــش داد. همچنیــن طــول و تراکــم خارهای 
ــور  ــه ط ــه درد ب ــیت ب ــای WDR و حساس ــت نورون‌ه دندری
ــان  ــی نش ــات مختلف ــود. مطالع ــه ب ــش یافت ــی‌داری کاه معن
داده‌انــد کــه تغییــرات محیطــی و تغییــر ســبک زندگــی باعــث 
بهبــود نوروپلاستیســیته، بهبــود عملکــرد شــناختی و کاهــش 
ــط  ــی در محی ــود )28 ،27(. زندگ ــی می‌ش ــن عصب درد مزم
 ،TNF-a ،IL-1B غنــی شــده بــا کاهــش عوامــل التهابــی مثــل
NF-KB، کاهــش اســترس اکســیداتو و افزایــش عوامــل ضــد 
ــد  ــل IL-10 و NRF-2 می‌توان ــی اکســیدانی مث ــی و آنت التهاب
ــا  ــال م ــرای مث ــد )29(. ب ــش ده ــه درد را کاه ــیت ب حساس
ــت  ــام فعالی ــه انج ــم ک ــان دادی ــود نش ــی خ ــش قبل در پژوه
ورزشــی منظــم ســطوح IL-10 ،NRF2 را در نخــاع موش‌هــای 
مبتــا بــه EAE افزایــش و ســطوح IL-17 و نفــوذ ســلول‌های 
ایمنــی بــه داخــل نخــاع را کاهــش می‌دهــد )23(. زندگــی و 
 Rac1 فعالیــت بدنــی در محیــط غنــی شــده بــا کاهــش بیــان
ــاب  ــش الته ــیر NF-KB و کاه ــار مس ــق مه ــالا از طری احتم
ــی  ــاخ خلف ــای ش ــاختاری در نورون‌ه ــرات س ــش تغیی و کاه
ــان19 و  ــت. س ــش داده اس ــه درد را کاه ــیت ب ــاع حساس نخ
ــال  ــق غیر‌فع ــار Rac1 از طری ــه مه ــد ک همــکاران نشــان دادن
کــردن مســیر NF-KB و ســرکوب فعــال شــدن میکروگلیــا در 
شــاخ خلفــی نخــاع حساســیت بــه درد را در مــدل درد التهابــی 
ــط  ــی در محی ــن زندگ ــر ای ــاوه ب ــد )30(. ع ــش می‌ده کاه
ــروتونین را در  ــازی GABA و س ــد آزادس ــده می‌توان ــی ش غن

مســیر نزولــی و شــاخ خلفــی نخــاع تحریــک کنــد همچنیــن 
فعالیــت بدنــی می‌توانــد ســطوح BDNF را در نخــاع افزایــش 
ــای  ــت از بق ــم در حمای ــن مه ــک نوروتروفی ــد، BDNF ی ده
اســت   GABAergic مهــاری  سیســتم  بلــوغ  و  نورون‌هــا 
ــد،  ــن راســتا بنســون20 و همــکاران نشــان دادن )31(. در همی
فعالیــت ورزشــی اختیــاری شــروع بیمــاری EAE را بــه تاخیــر 
ــن  ــد. ای ــش می‌ده ــی را کاه ــای مکانیک ــدازد و آلودین می‌ان
بهبود‌هــای رفتــاری بــا کاهــش فعالیــت میکروگلیــا/ ماکروفــاژ، 
ــر  ــا، کاهــش C-fos و NR1 فســفریله )زی ــش ســطح گاب افزای
واحــد گیرنــده گلوتامــات( در شــاخ خلفــی نخــاع همــراه اســت 
کــه نشــان دهنــدة ســرکوب حساســیت مرکــزی اســت )27(. 
در پژوهــش حاضــر ماننــد ســایر پژوهش‌هایــی کــه از محیــط 
ــرل  ــد کنت ــتفاده می‌کنن ــه اس ــوان مداخل ــده به‌عن ــی ش غن
کــردن دقیــق فعالیــت حیوانــات در طــی شــبانه روز در محیــط 
ــعی  ــا س ــود، ام ــرو ب ــی روب ــت های ــا محدودی ــده ب ــی ش غن
ــا متصــل کــردن چــرخ گــردان داخــل قفس‌هــا بــه  کردیــم ب
بــرد کامپیوتــری تــا حــدی ایــن محدودیــت را کنتــرل کنیــم.

ــی  ــاد و غن ــی ش ــه محیط ــی ب ــبک زندگ ــط و س ــر محی تغیی
شــده و ســبک زندگــی فعــال می‌توانــد بــا جلوگیــری از 
ــاخ  ــدة درد در ش ــای درک کنن ــاختاری نورون‌ه ــرات س تغیی
ــه درد را در بیمــاری MS کاهــش  خلفــی نخــاع حساســیت ب
دهــد و کیفیــت بــه زندگــی بیمــاران را افزایــش دهــد.
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