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Background and Objectives Regular aerobic exercise improves learning, memory, and cognitive and Syn-
aptic Plasticity in Alzheimer’s disease (AD) patients. The aim of this study was to evaluate the levels of 
calcineurin and Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II mRNA after four weeks of aerobic training 
exercises and before AD induction in the hippocampus of male Wistar rats.
Subjects and Methods Thirty 8-week-old rats with an average weight of 195±20 g were initially randomly 
divided into two groups of aerobic exercise or rest for four weeks. Then, each group was divided into 
three groups of AD, sham, and injection. Then, 48 hours after the last training session, Aβ1-42, or DMSO 
was injected into the hippocampus. Finally, after the isolation of the hippocampus, CaN mRNA and CaM-
KII mRNA levels were measured.
Results The results of this study showed that there was a significant difference between the groups in 
mRNA CaN and CaMKII mRNA levels (P<0.05). The results showed that aerobic exercise and AD pre-in-
duction had a significant effect on increasing calcineurin and Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 
II levels. 
Conclusion Overall, the findings of the present study showed that four weeks of aerobic training im-
proves the molecular signaling of neuroplasticity in AD rats. 
Keywords Aerobic Training, Alzheimer’s Diseases, Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II, Calcineu-
rin, Synaptic Plasticity
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M
Extended Abstract

Introduction

illions of people around the world are 
suffering from Alzheimer’s disease 
(AD), and this disease is characterized 
by advanced and irreversible destruc-

tion of neurons [1]. Currently, the amyloid-beta (Aβ) 
hypothesis is strongly supported based on the fact that 
the early neuropathological signs of AD are extracellular 
deposits of Aβ plaques and the formation of optic fiber in-
tracellular cells [2]. Although not all features of AD have 
been completely recapitulated, various animal models of 
AD have shown important features similar to the onset of 
the disease in humans. AD animals have a certain impair-
ment in learning and memory function and have problems 
in various behavioral tasks, such as Morris blue maze, ra-
dial maze, and radial blue maze [2]. In addition to cogni-
tive deficits, AD transgenic mice also have non-cognitive 
disorders (temper tantrums) compared to their wild-type 
counterparts. Learning and memory impairment in AD 
animals at the cellular level showed increased long-term 
depression (LTD) and suppressed long-term potentia-
tion (LTP) [3]. In addition to progressive memory loss, 
patients with AD often exhibit noncognitive symptoms, 
such as depression, anxiety, and aggression that worsen as 
the disease progresses [3, 4]. Therefore, there is an urgent 
need for a new therapeutic approach that can improve 
cognitive deficits and reduce non-cognitive impairments. 
Available evidence shows the beneficial effect of regular 
exercise on both cognitive and non-cognitive functions in 
humans and laboratory animals [2, 3]. Trained animals 
showed an improved performance in spatial learning and 
memory tasks, such as Morris’s water maze (MWM) and 
radial water maze (RAWM) [4، 5]. The aim of this study 
was to investigate the effect of aerobic exercise before 
AD induction on calcium calmodulin kinase type II and 
calcineurin expression levels in the hippocampus of male 
Wistar AD rats.

Methods

The subjects of this research were 30 eight-week-old-
maleWistar rats with an average weight of 195±20 grams, 
which were obtained from the Pasteur Institute in Tehran. 
After a week of familiarization with the environment, all 
rats were exposed to the treadmill running for one week 
(10 minutes at a speed of 10 m/min and five days a week). 
Then, the rats were divided into two groups by a simple 
random method: the exercise group and the rest group. 
The sports activity group performed aerobic exercise for 
four weeks, and the rest group was exposed to the silent 

treadmill running at the same time as the exercise group 
so that the environmental conditions were the same for all 
rats. The aerobic training protocol was such that the rats 
were trained on the treadmill five days a week for four 
weeks. The speed of the treadmill in the first and second 
weeks of training was 10 m/min, which was performed in 
two 15-minute shifts with a 5-minute break in between. 
In the third and fourth weeks, the speed and number of 
turns increased to three and four, respectively, with three 
5-minute breaks between them [9]. The rats were divided 
into three groups by a simple random method and each 
group was again divided into two subgroups. After sacri-
ficing the rats, the tissues for immunohistochemistry were 
kept at 4°C. RT-PCR method was used to measure the 
expression levels of CaMKII mRNA and CaN mRNA.

Results

The results of the present study showed that there was 
a significant difference in the CaMKII levels between the 
groups (sig=0.0001, η2=0.98, F=192.83). There was a sig-
nificant difference in the CaN levels between the groups 
(sig=0.0001, η2=0.98, F=296.53). The results of Tukey’s 
post hoc test showed that there was a significant differ-
ence between the Aβ injection group-rest and Aβ injec-
tion - aerobic exercise in the level of CaMKII (P=0.0001) 
and also between the Aβ injection group - rest and DMSO 
injection - aerobic exercise (P=0.0001). In addition, there 
was a significant difference between Aβ injection group - 
aerobic exercise and DMSO injection - rest (P=0.0001), 
Aβ injection group - aerobic exercise and no injection - 
rest (P=0.0001), and Aβ injection group - aerobic exercise 
and without injection - aerobic training (P=0.0001). Also, 
there was a significant difference between the DMSO in-
jection- rest and DMSO injection- aerobic training group 
(P=0.0001). In addition, there was a significant difference 
between the DMSO injection group - aerobic exercise 
and no injection - rest (P=0.0001) and the DMSO injec-
tion group - aerobic exercise and no injection - aerobic 
exercise (P=0.0001). The results showed that there was 
no significant difference in the levels of CaN (P=1.00) 
between the Aβ injection-rest group and the Aβ injection-
aerobic exercise group, but there was a significant differ-
ence in the rest of the groups.

Discussion

The findings of the present study showed the neuro-
protective effect of exercise in the AD model. CaM-
KII phosphorylation decreased in Aβ rats. The possible 
mechanisms of the protective effects of exercise activity 
against brain dysfunction caused by Aβ are different. One 
potential role is probably the maintenance of molecules 
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that affect the central and peripheral nervous systems. 
The main factor among these molecules is CaMKII, es-
pecially the α subunit. Although α-CaMKII is the most 
abundant protein known in the brain, it is also present in 
skeletal muscle with an apparently nonfunctional kinase 
role [28]. In addition, it is well established that α-CaMKII 
plays a key role in learning and memory processes, as 
well as the induction and durability of LTP [6، 7]. Ge-
netic knockout of the α-CaMKII gene results in cogni-
tive deficits and LTP inhibition. Heterozygous mice lack-
ing a genetic mutation in α-CaMKII showed deficits in 
memory and behavioral performance indicative of mood 
changes [29]. Consistent with the findings of the present 
study, other studies also have shown that regular exer-
cise increases CaMKII mRNA expression in rat hippo-
campus and CaMKII expression and activity in human 
skeletal muscles [30]. These exercise-induced molecular 
effects appear to contribute to the ability of exercise to 
prevent AD-induced depression. According to the find-
ings of the present study and the cellular importance of 
the mechanisms involved in the improvement of cogni-
tive and memory factors, it is recommended to investigate 
the other variables, including Aβ plaques, tau protein, and 
BDNF in future studies of aerobic exercises in periods of 
8 to 12 weeks in human and animal samples. Also, cogni-
tive tests should be investigated in future studies. In gen-
eral, the findings of the present study showed that four 
weeks of moderate-intensity aerobic exercise on a tread-
mill increased and improved neuronal plasticity and cell 
signaling and prevented memory disorders in male Wistar 
AD rats.
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مقاله پژوهشی

/Ca2+ تأثیر تمرین هوازی پیش از القای آلزایمر بر بیان ژن کلسینورین و پروتئین کیناز وابسته به
کالمودلین II هیپوکمپ رت های مبتلابه بیماری آلزایمر 

زمینه و هدف فعالیت ورزشی منظم هوازی سبب بهبود یادگیری، افزایش میزان حافظه و متغیرهای شناختی و نوروپلاستیسیتی بیماران 
آلزایمری می شود. هدف از مطالعه حاضر، بررسی میزان کلسینورین و کلسیم کالمودولین کیناز II پس از 4 تمرین هوازی و پیش از القای 

آلزایمر در هیپوکمپ رت های نر نژاد ویستار می باشد.
روش بررسی 30 رت 8 هفته ای با میانگین وزن 20±195 گرم در ابتدا به صورت تصادفی به دو گروه تمرین هوازی یا استراحت به مدت 
4 هفته تقسیم شدند. سپس هر گروه به 3 گروه بیماری آلزایمر، شم و تزریق تقسیم گردید. 48 ساعت پس از آخرین جلسه تمرینی، 
 mRNA CaMKII و mRNA CaN به درون هیپوکمپ صورت پذیرفت. در انتها پس از جداسازی هیپوکمپ DMSO یا Aβ1-42 تزریق

اندازه گیری شد. 
یافته ها نتایج این پژوهش نشان داد که بین گروه ها، در متغیرهای mRNA CaN و mRNA CaMKII تفاوت معناداری وجود دارد 
 II نتایج نشان داد که تمرین هوازی و پیش از القای آلزایمر بر افزایش میزان کلسینورین و افزایش کلسیم کالمودولین کیناز .(P<0/05)

تأثیر معناداری دارد. 
نتیجه گیری به طورکلی یافته های مطالعه حاضر نشان داد که 4 هفته تمرین هوازی پیش از القای آلزایمر سبب بهبود سیگنالینگ مولکولی 

پلاستیسیتی سیناپسی می شود.
کلیدواژه ها تمرین هوازی، آلزایمر، کلسیم/کالمودولین کیناز II، کلسینورین، پلاستیسیتی سیناپسی
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مقدمه

میلیون ها انسان در سرتاسر جهان به بیماری آلزایمر1 مبتلا 
هستند. این بیماری به تجزیه پیشرفته و غیرقابل برگشت نورون ها 
شناخته می شود ]1[. در حال حاضر، فرضیه آمیلوئید براساس 
این واقعیت که نشانه های نوروپاتولوژیک اولیه AD، رسوبات خارج 
سلولی پلاک آمیلوئید و تشکیل سلول های درون سلولی فیبر 
نوری می باشند، به شکلی قوی حمایت می شود ]2[. با وجود اینکه 
تمام ویژگی های AD کاملًا بازسازی نشده اند، مدل های مختلف 
حیوانی AD نشانه های مهم شبیه به ظهور بیماری در انسان را 
نشان داده اند. حیوانات AD دارای اختلال مشخصی از یادگیری 
و عملکرد حافظه هستند که در وظایف مختلف رفتاری مانند ماز 
آبی موریس، ماز شعاعی و ماز آبی شعاعی دچار مشکل هستند 
نقص شناختی،  ژنیک AD علاوه بر  ترنس  پیر  ]2[، موش های 
نسبت به  را  کج خلقی)  (مثلًا  غیرشناختی  اختلالات  همچنین 
یادگیری  اختلال  می دهند.  نشان  خود  وحشی  نوع  همتایان 
و حافظه در حیوانات AD در سطح سلولی، افزایش افسردگی 
بلندمدت2 (LTD) و پتانسیل بلند مدت سرکوب شده3 (LTP) را 
نشان می دهند ]3[. به علاوه با از دست دادن پیشرفته حافظه، 
بیماران مبتلابه AD اغلب علائم غیرشناختی مانند افسردگی، 
اضطراب و پرخاشگری را نشان می دهند که با پیشرفت بیماری 
بدتر می شود ]3, 4[. بنابراین، نیاز فوری به یک رویکرد درمانی 
جدید وجود دارد که بتواند نقص های شناختی را بهبود بخشد و 
همچنین اختلالات غیرشناختی را کاهش دهد. شواهد موجود 
نشان می دهد که اثر مفیدی از تمرین منظم در هر دو عملکرد 
شناختی و غیرشناختی در انسان و حیوانات آزمایشگاهی وجود 
دارد ]2, 3[. حیوانات تمرین کرده یک عملکرد بهبود یافته در 
یادگیری فضایی و وظایف حافظه از قبیل ماز آبی موریس4 و ماز 

شعاعی آبی5 را نشان دادند ]4، 5[.

بیان LTP و LTD به ورود کلسیم به سلول پس سیناپسی نیاز 
 LTP دارد، به گونه ای که سطح بالایی از کلسیم درون سلولی باعث
 LTD می شود، اما تنها افزایش متوسطی در کلسیم می تواند منجربه
شود. درحالی که بیان LTP به عمل کینازها وابسته است، فسفاتازها 
مسئول بیان LTD هستند ]6[. دو مرحله مهم LTP به خوبی شناخته 
شده اند؛ مرحله ابتدایی E-LTP که تا سه ساعت طول می کشد و 
فاز طولانی مدت آخر (L-)، که تا بیش از سه ساعت یا چند روز 
طول می کشد. در سیناپس ها، E-LTP و L-LTP به ترتیب به عنوان 
آنالوگ های سلولی حافظه کوتاه مدت و بلندمدت درنظر گرفته 
می شوند. یک تمرین تکی تحریک فرکانسی بالا6 (HFS) باعث 

1. Alzheimers Disease (AD)
2. Long-Term Depression (LTD)
3. Long-Term Potentiation (LTP)
4. Morris Water Maze (MWM)
5. Radial Arm Water Maze (RAWM)
6. High Frequency Stimulation (HFS)

E-LTP، با فرآیند مستقل پروتئینی می شود. آزادسازی گلوتامات 
گیرنده های گلوتامات پس سیناپسی را فعال می کند و همراه با 
آن غشای پس سیناپسی را به طور کافی دپلاریزه می کند، انسداد 
+Mg2 گیرنده های ان-متیل-دی-آسپارتات7 اجازه ورود کلسیم 

به درون سلول را از بین می برد. هجوم یون +Ca2/کالمودولین را 
 از نروگرانین8 جدا می کند و پروتئین کیناز +Ca2/کالمودولین نوع

 II 9 را فعال می کند، که پس از فعال شدن به طور خودکار فسفوریله 
می شود. CaMKII به عنوان یک مولکول حیاتی عمل می کند که 
 LTP پایداری یا  انتقال  تعیین کننده  فعال شدن آن  مدت زمان 

می باشد ]6، 7[.

عملکرد  می شود،  مغزی  آسیب  کاهش  باعث  منظم  ورزش 
پیر  مغز  در  حافظه  کاهش  از  و  می دهد  افزایش  را  شناختی 
جلوگیری می کند ]8[. علاوه بر مطالعات حیوانی، تجزیه وتحلیل 
اپیدمیولوژیک در انسان نشان می دهد که ورزش منظم می تواند 
به عنوان یک درمان پیشگیرانه در برابر اختلالات شناختی (مثلًا 
فراموشی، زوال عقل) با حداقل هزینه و اثرات جانبی عمل کند 
]6[. به نظر می رسد حفاظت عصبی ازطریق مکانیزم های مختلف 
مولکولی ازجمله تنظیم کننده نوروتروفین ها (مانند: BDNF 10) و 
دیگر مولکول های مرتبط با عملکرد یادگیری و حافظه ازجمله 
CaMKII و کلسینورین11، که به نوبه خود باعث افزایش LTP و 
بهبود عملکرد در حافظه می شود، تأثیر می گذارد ]6[. در پژوهشی 
اخیراً حیوانات تمرین کرده نسبت به حیوانات بی تحرک عملکرد 
یا RAWM) بهتری را   MWM حافظه فضایی (به عنوان مثال
نشان دادند. همچنین با مسیر شنا کوتاه تر خطای کمتری را در 
پیداکردن پلت فرم هدف انجام دادند ]2[. علاوه بر این، گزارش 
شده است که فعالیت ورزشی بروی تردمیل اختلالات حافظه در 
موش هایی که تحت درمان با الکل ]8[ یا محرومیت از خواب 
]9، 10[ را بهبود می بخشد. علاوه بر این، مطالعات اپیدمیولوژیک 
نشان دادهاند که اختلالات شناختی ناشی از روند طبیعی پیری، 
ورزشی  فعالیت  توسط  می تواند  نیز  پاتولوژی  یا  مغزی  انسداد 
منظم بهبود یابد. فعالیت ورزشی علاوه بر اثرگذاری مفید بر روی 
عملکرد شناختی، همچنین به عنوان سایر درمان های دارویی یا 
اثبات شده  افسردگی  و  اضطراب  اختلالات  برای  درمانی  روان 
است ]11[. بنابراین، هدف مطالعه حاضر بررسی تأثیر تمرین 
هوازی پیش از آلقای آلزایمر بر کلسیم کالمودولین کیناز نوع II و 
کلسینورین در هیپوکمپ رت های آلزایمری نر نژاد ویستار است.

روش بررسی

پژوهش حاضر از نوع تجربی است که به شیوه آزمایشگاهی 

7. N-methyl-D-aspartate (NMDA)
8. Neurogranin (NMDA)
9. Ca2+/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Ii (CaMKII)
10. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
11. Calcineurin (CaN)
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انجام شد. آزمودنی های تحقیق حاضر را تعداد 30 سر رت نر بالغ 
نژاد ویستار 8 هفته ای با میانگین وزنی 20±195 گرم تشکیل 
می دادند که از انستیتو پاستور تهران تهیه شدند. رت ها در دما 
22-23 درجه سانتی گراد و رطوبت حدود 45 درصد و چرخه 
روشنایی/تاریکی 12-12 نگهداری می شدند و در دسترسی به 
آب و غذای استاندارد محدودیتی نداشتند. تمام موارد اخلاقی 
براساس  مطالعه  این  آزمایشگاهی  حیوانات  با  کار  به  مربوط 
دستورالعمل مصوب کمیته اخلاق دانشکده تربیت بدنی دانشگاه 
تهران و انستیتو پاستور صورت پذیرفت. تمامی مراحل مطالعه به 
تأیید کمیته اخلاق دانشکده تربیت بدنی دانشگاه تهران با شماره 
مجوز IR.UT.SPORT.REC.1396018 رسید. بعد از یک هفته 
آشناسازی با محیط نگهداری، تمامی رت ها به منظور آشناسازی 
با نوارگردان به مدت یک هفته (10 دقیقه با سرعت 10 متر بر 
دقیقه و پنج روز در هفته) در معرض آن قرار گرفتند. سپس رت ها 
به روش تصادفی ساده در ابتدا به دو گروه تقسیم شدند: گروه 

ورزش و گروه استراحت؛ گروه فعالیت ورزشی 4 هفته تمرین 
هوازی را اجرا کردند. گروه استراحت هم زمان با گروه تمرین و با 
مدت مشابه با آن ها در معرض نوارگردان خاموش قرار گرفتند تا 

شرایط محیطی برای همه رت ها یکسان باشد. 

روی  رت ها  که  بود  صورت  این  به  هوازی  تمرین  پروتکل 
نوارگردان، 5 روز در هفته به مدت 4 هفته به تمرین می پرداختند. 
بر  تمرین، 10 متر  و دوم  اول  نوارگردان در هفته های  سرعت 
دقیقه بود که در دو نوبت 15 دقیقه ای با وقفه 5 دقیقه ای بین آن 
اجرا شد. در هفته سوم و چهارم به ترتیب سرعت و تعداد نوبت ها 
به سه و چهار نوبت افزایش یافت که با 3 وقفه 5 دقیقه ای بین 
آنها به فعالیت پرداختند (تصویر شماره 1) ]9[. رت ها به روش 
تصادفی ساده به 3 گروه تقسیم شدند و هر گروه نیز مجدداً به دو 

زیرگروه دیگر تقسیم شد (تصویر شماره 2):

1. گروه بدون تزریق (گروه کنترل)

تصویر 1. شماتیکی از نحوه اجرای مداخله تمرینی

یک هفته آشناسازی با نوار گردان

4 هفته تمرین هوازی

یک هفته آشناسازی با محیط

گروه کنترل
(بدون تزریق)

گروه آمئلویید
بتا (آلزایمری)

گروه دارونما
DMSO

4 هفته تمرین
هوازی

4 هفته
استراخت

4 هفته تمرین
هوازی

4 هفته
استراخت

4 هفته تمرین
هوازی

4 هفته
استراخت

تصویر 2. شماتیک طرح مطالعه و تقسیم موش ها در گروه های مختلف
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1-1. گروه کنترل این گروه به مدت 4 هفته داخل قفس بودند 
و هیچ گونه فعالیتی نداشتند و به آن ها فقط آب و غذا داده شد 

.(n=4)

2-1. گروه سالم: این گروه به مدت 4 هفته تمرینات هوازی  
.(n=4) داشته اند

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (sham) 2. گروه تزریق

تزریق  از  پس  گروه  این  در  رت ها   =DMSO+کنترل  .2-1
DMSO به مدت 4 هفته داخل قفس محافظت شدند و استراحت 

.(n=4) کردنند

2-2. گروه تمرین+DMSO= رت ها در این گروه پس از تزریق 
.(n=4) به مدت 4 هفته تمرینات هوازی را انجام دادند DMSO

3. گروه آمیلوئید بتا (آلزایمری)

1-3. کنترل+آمیلوئید بتا= رت ها در این گروه پس از تزریق 
و  شدند  نگهداری  قفس  داخل  هفته   4 به مدت  بتا  آمیلوئید 

.(n=4) استراحت کردند

2-3. گروه تمرین+آمیلوئید بتا= رت ها پس از تزریق آمیلوئید 
(n=4) بتا به مدت 4 هفته تمرینات هوازی را انجام دادند

عمل جراحی و القای آلزایمر

انسانی   Aβ1-42 پپتید  ابتدا   ،Aβ آماده سازی  منظور   به 
(Abcam, cat. Ab120301) در محلول بافر DMSO 3 درصد 
(Sigma Aldrich, USA) با غلظت 5 میکروگرم/میکرولیتر حل و 
سپس در مقادیر 30 میکرولیتر به ازای هر ویال تقسیم و در دمای 
C̊ 80- نگهداری شد. محلول آمیلوئیدبتا به مدت 7 روز در دمای 

C̊ 37 انکوبه شد تا بتا آمیلوئید به شکل فیبریل درآید ]12[. 48 
ساعت پس از آخرین جلسه تمرین و به دنبال استراحت شبانه، 
حیوانات توسط تزریق درون صفاقی کتامین (100 میلی گرم/

بی هوش شدند.  میلی گرم/کیلوگرم)   25) زایلازین  و  کیلوگرم) 
ایجاد  با  و  ثابت  استریوتاکس  دستگاه  در  حیوانات  سر  سپس 
شکافی طولی در بخش خلفی جمجمه، حفرهه ایی در موقعیت 
3/8 عقب برگما (AP) و 2/2 میلی متر در طرفین شکاف طولی 
جمجمه ایجاد شد. سوزن میکرو سرنگ 1 میکرولیتری همیلتون 
که در دستگاه استریوتاکس ثابت شده بود، 2/7 میلی متر پایین تر 
 Aβ1-42 از سطح جمجمه قرار گرفت و تزریق درون هیپوکمپی
(هر طرف 1 میکرولیتر) صورت پذیرفت. تزریق به صورت آهسته 
و در مدت زمان 5 دقیقه در هر سمت انجام می شد و پس از آن 
سوزن تزریق به مدت 1 دقیقه در محل باقی می ماند و بعد خارج 
می شد ]13[. گروه شم نیز تمام مراحل آزمایشگاهی را همانند 
گروه تزریق Aβ1-42 تجربه کردند، با این تفاوت که در گروه 
sham میزان 1 میکرو لیتر بافر DMSO 3 درصد، در هر یک 
از هیپوکمپ های دو سمت تزریق شد. جهت اطمینان از محل 
درست تزریق در مغز، سرنگ همیلتون با مختصات فوقالذکر در 
مغز دو حیوان خارج از مطالعه قرار گرفت. 24 ساعت بعد، سر 
حیوان جدا و مغز از جمجمه استخراج و در محلول فرمالین 10 
درصد قرار گرفت. پس از سفتشدن نسج مغزي، مغز به صورت 
برش ها  از  موتیک  میکروسکوپ  با  و  شد  داده  برش  دستی 
عکس برداري و محل نوروآناتومیکی نوک سوزن به وسیله اطلس 

پاکسینوس تأیید شد. 

پس از قربانی کردن رت ها، بافت هایی که برای ایمونوهیستو 
شیمیایی بودند، در دمای 4 درجه سانتی گراد نگه داشته شدند. 
از   CaN mRNA و   CaMKII Mrna بیان  اندازه گیری  برای 

جدول 1. توالی پرایمرهای مورد مطالعه در تحقیق حاضر

Gene Forward/Reverse Primer (5’ 3’) Accession Number

MME
F GCCTCAGCCGAAACTACAAG

XM_017590630.1
R ATAAAGCCTCCCCACAGCAT

CaMKII
F AACACTCTGCGTACCAAGGA

XM_017588831.1
R AGAAGGCTTCCACTCTGCTT

CaN
F CTACAACGAGTTTGCCAGCC

XM_008765393.1
R GTTTCCCAGTCGGTCCAGTA

GAPDH
F AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG

XM_017593963.1
R CATACTCAGCACCAGCATCACC

MME: membrane metallo-endopeptidase (Neprilysin); CaMKII: Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II; CaN: calcineurin; GAPDH: 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; F: forward primer; R: reverse primer
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روشRT-PCR استفاده شد. پس از جداسازی ناحیه هیپوکمپ 
راست از مغز، نیمی از آن برای اندازه گیری ها به کار رفت. بعد از 
هموژنایزکردن بافت هیپوکمپ، به منظور استخراج RNA بافت 
 cDNA ،سانتریفیوژ گردید و با استفاده از آنزیم های مخصوص
سنتز شد. اندازه گیری سطوح بیان mRNA با استفاده از روش 
کمی RT-PCR و با استفاده از طراحی پرایمر ژن صورت گرفت. 
ضمن اینکه از GAPDH به عنوان ژن کنترل استفاده شد. کمی 
کردن داده ها (نسبت بیان ژن موردنظر به ژن مرجع) با روش 

CT∆∆-2 صورت گرفت.

روش استخراج و آماده سازی بافت هیپوکمپ

48 ساعت پس از آخرین جلسه تمرینی، پس از بیهوشی با اتر، 
سر حیوان به وسیله دستگاه گیوتین جدا و مغز کامل به سرعت 

از جمجمه بیرون آورده شد. سپس، بلافاصله هیپوکمپ روی یخ 
 Real Time-PCR از مغز استخراج شد. هیپوکمپ برای سنجش
در واکنشگر تریزول قرار داده شد و تا زمان استفاده در دمای 
80- درجه سانتی گراد ذخیره شد. حدود 50 میلی گرم از بافت 
هیپوکمپ راست با روش هاونکوبی پودر گردید و جهت استخراج 
total RNA در 1 میلی لیتر Isol RNA-Lysis reagent هموژن 
حاصل  محصول  پروتئینی  اجزای  برداشتن  به منظور  گردید. 
در 4 درجه سانتی گراد، 10 دقیقه، g12000 سانتریفیوژ شد. 
سوپرناتانت برداشته و به مدت 5 دقیقه در دمای اتاق (25-15 
درجه سانتی گراد) نگهداری شد. سپس با نسبت 1 به 5 کلروفرم 
با Isol اولیه مخلوط و به مدت 15 ثانیه به شدت تکان داده شد. 
محصول به مدت 3-2 دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد. سپس 
میکروتیوب در دمای 4 درجه سانتی گراد، به مدت 15 دقیقه، 
g12000 سانتریفیوژ و بخش معدنی و آبی از هم جدا شدند، 

0

5

10

15

20

25

30

بدون تزریق DMSOتزریق Aβتزریق 

ین
انگ

می

mRNA CaMKII

استراحت
تمرین هوازي

تصویر 3. تغییرات میزان mRNA CaMKII در هیپوکمپ موش های مبتلا به بیماری آلزایمر

تصویر 4. تغییرات میزان mRNA CaN در موش های آلزایمری
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بخش محتوی RNA برداشته و با نسبت 1 به 0/5 با ایزوپروپانول 
مخلوط و به مدت 10 دقیقه در دمای اتاق رها و سپس در 4 
درجه سانتی گراد، به مدت 10 دقیقه، g12000 سانتریفیوژ شد. 
پلیت حاوی RNA در اتانول شست و شو و در 20 میکرولیتر آب 

RNase-Free حل گردید.

 تمام مراحل استخراج زیر هود و با مواد و وسائل کاملًا استریل 
انجام گرفت. غلظت RNA با استفاده از دستگاه نانو دراپ سنجیده 
و نسبت 260 به 280 بین 2/1 -1/8 به عنوان تخلیص مطلوب 
 ،RNA تخلیص  صحت  از  بیشتر  اطمینان  جهت  شد.  تعریف 
تعدادی از RNAs تخلیص شده به طور تصادفی روی ژل آگارز 1/5 
 high-capacity به وسیله cDNA الکتروفورز شد. سنتز درصد 
cDNA reverse transcription kit و مطابق دستورالعمل آن 
انجام شد. تمام مراحل انجام کار روی یخ، زیر هود و با استفاده از 
CaM- انجام شد. برای اندازه گیری بیان ژن RNase free  وسایل

KII و CaN با استفاده از پروتکل لیواک12 و همکاران ]14[، روش 
 cDNA در ابتدای کار میزان غلظت بهینه Real time-PCR کمی
با  به هر ژن (جدول شماره 1)  پرایمرهای مربوط  و همچنین 

12. Livak

استفاده از آزمایش سریال غلظت برای هرکدام به طور جداگانه 
بهترین  و  دایمر  میزان  کمترین  به طوری که  گردید؛  مشخص 
 RealQ Plus با استفاده از Real time-PCR .مشاهده شود Ct
2x Master Mix Green شرکت AMPLIQON و با استفاده 
Real time- انجام گرفت. برنامه cDNA 250 از ng از غلظت

PCR شامل: واسرشت اولیه در دمای 95 درجه سانتی گراد و به 
مدت10 دقیقه، واسرشت در هر سیکل PCR در دمای 95 درجه 
سانتی گراد به مدت 15 ثانیه و باتوجه به دمای انلینگ پرایمرها 
هر سیکل به مدت 30 ثانیه (40 سیکل) درنظر گرفته شد. از 
ژن گلیسرآلدهید3-فسفات دهیدروژناز (GAPDH) به عنوان ژن 
 2-ΔΔCT کنترل استفاده شد و میزان بیان ژن موردنظر با فرمول
محاسبه شد ]14[ و داده های بیان ژن با استفاده از از نرم افزار 

GraphPad PRISM 6 مورد بررسی و تحلیل قرار گرفتند.

برای بررسی طبیعی بودن توزیع داده ها از آزمون شایپرو ویلک 
بررسی همسان بودن  برای  لون  آزمون  استفاده شد. همچنین، 
واریانس ها به کار رفت. برای بررسی تغییرات متغیرهای وابسته 
در مراحل مختلف مطالعه، از آزمون تحلیل واریانس با اندازه گیری 
نرم افزار  از  داده ها  تحلیل  تجزیه و  استفاده شد. جهت  یک راهه 
SPSS نسخه 16 استفاده شد. معناداری در سطح اطمینان 95 

جدول 2. یافته های آزمون توکی به منظور بررسی مقایسه تفاوت ها در متغیر کلسیم کالمودلین کیناز نوع 2

)I( گروه)J( سطح معناداریخطای استانداردتفاوت میانگین هاگروه

تزریق Aβ - استراحت

22/431/240/0001-تزریق Aβ -تمرین هوازی

0/311/241/00تزریقDMSO - استراحت

24/251/240/0001-تزریق DMSO- تمرین هوازی

0/481/240/99بدون تزریق ـ استراحت

0/691/240/99بدون تزریق ـ تمرین هوازی

تزریق Aβ - تمرین هوازی

22/741/240/0001تزریقDMSO -استراحت

1/841/240/69-تزریق DMSO -تمرین هوازی

22/921/240/0001بدون تزریق ـ استراحت

23/121/240/0001بدون تزریق ـ تمرین هوازی

تزریق DMSO - استراحت

24/561/240/0001-تزریق DMSO -تمرین هوازی

0/171/241/00بدون تزریق ـ استراحت

0/371/241/00بدون تزریق ـ تمرین هوازی

تزریقDMSO - تمرین هوازی
24/731/240/0001بدون تزریق ـ استراحت

24/941/240/0001بدون تزریق ـ تمرین هوازی

20/741/241/00بدون تزریق ـ تمرین هوازیبدون تزریق ـ استراحت
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درصد بررسی شد.

یافته ها

بین   CaMKII متغیر  در  که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  نتایج 
گروه ها (F=192/83 ،η2=0/98 ،sig=0/0001)، تفاوت معناداری 
وجود دارد (تصویر شماره 3). برای مقایسه جایگاه تفاوت ها بین 
گروه ها از آزمون تعقیبی توکی استفاده گردید که نتایج آن در 

جدول شماره 2 ارائه گردیده است.

همان طورکه در جدول شماره 2 مشاهده می شود، نتایج آزمون 
تعقیبی توکی نشان داد که بین گروه تزریق Aβ ـ استراحت 
 .(P=0/0001) CaMKIIـ تمرین هوازی در میزان Aβ و تزریق
همچنین بین گروه تزریق Aβ ـ استراحت و تزریق DMSO ـ 
تمرین هوازی (P=0/0001) تفاوت معنادار وجود دارد. علاوه بر این، 
 بین گروه تزریق Aβ ـ تمرین هوازی و تزریقDMSO ـ استراحت 
(P=0/0001)، گروه تزریق Aβ ـ تمرین هوازی و بدون تزریق 
ـ استراحت (P=0/0001)، گروه تزریق Aβ ـ تمرین هوازی و 
بدون تزریق ـ تمرین هوازی (P =0/0001) تفاوت معنادار وجود 
دارد. همچنین بین گروه تزریق DMSO ـ استراحت و تزریق 
DMSO ـ تمرین هوازی (P =0/0001) تفاوت معنادار وجود دارد. 

به علاوه بین گروه تزریق DMSO ـ تمرین هوازی و بدون تزریق 
ـ استراحت (P=0/0001) و گروه تزریق DMSO_ تمرین هوازی 
و بدون تزریق ـ تمرین هوازی (P=0/0001) تفاوت معنادار وجود 

دارد.

دیگر نتایج مطالعه حاضر نشان داد که در متغیر CaN بین 
گروه ها (F=296/53 ،η2=0/98 ،sig=0/0001)، تفاوت معناداری 
وجود دارد (تصویر شماره 4). برای مقایسه جایگاه تفاوت ها بین 
گروه ها از آزمون تعقیبی توکی استفاده گردید که نتایج آن در 

جدول شماره 3 ارائه شده است.

همان طورکه در جدول شماره 3 مشاهده می شود، نتایج آزمون 
تعقیبی توکی نشان داد که بین گروه تزریق Aβ ـ استراحت و تزریق 
Aβ ـ تمرین هوازی در میزان CaN (P=1/00) تفاوت معناداری 

وجود ندارد؛ اما در مابقی گروه ها تفاوت معنادار وجود دارد.

بحث

در این مطالعه، اثر 4 هفته فعالیت ورزشی بر روی تردمیل 
بر یادگیری و حافظه و پلاستیسیتی سیناپسی در مدل موش 
صحرایی AD مورد بررسی قرار گرفت. یافته های مطالعه حاضر 

جدول 3. یافته های آزمون توکی به منظور بررسی مقایسه تفاوت ها در متغیر کلسینورین

)I( گروه)J( سطح معناداریخطای استانداردتفاوت میانگین هاگروه

تزریق Aβ استراحت

0/0030/021/00-تزریق Aβ ـ تمرین هوازی

0/250/020/0001تزریقDMSO ـ استراحت

0/580/020/0001تزریق DMSO ـ تمرین هوازی

0/330/020/0001بدون تزریق ـ استراحت

0/660/020/0001بدون تزریق ـ تمرین هوازی

تزریق Aβ ـ تمرین هوازی

0/250/020/0001تزریقDMSO ـ استراحت

0/580/020/0001تزریقDMSOـ تمرین هوازی

0/330/020/0001بدون تزریق ـ استراحت

0/660/020/0001بدون تزریق ـ تمرین هوازی

تزریق DMSO ـ استراحت

0/320/020/0001تزریق DMSO ـ تمرین هوازی

0/080/020/028بدون تزریق ـ استراحت

0/400/020/0001بدون تزریق ـ تمرین هوازی

تزریق DMSO ـ تمرین هوازی
0/240/020/0001-بدون تزریق ـ استراحت

0/080/020/020بدون تزریق ـ تمرین هوازی

0/320/020/0001بدون تزریق ـ تمرین هوازیبدون تزریق ـ استراحت

مهرآرا صوری و همکاران. تمرین هوازی پیش از القای آلزایمر

http://jsmj.ajums.ac.ir/


372

مرداد و شهریور 1401. دوره 21. شماره 3

نشان  را   AD مدل  در  ورزشی  فعالیت  عصبی  محافظت  تأثیر 
کاهش   CaMKII فسفوریلاسیون   Aβ موش های  در  می دهند. 

یافت.

تصور می شود که شکاف پروتئین پیش ساز آمیلوئید13 توسط 
خانوادهای از سکرتازها باعث تولید Aβ1-40 Aβ1-42 و دیگر 
به عنوان   Aβ1-40 اینکه،  وجود  با  می شود.  پپتیده  قطعات 
تصور  می شود،  محسوب   APP شکاف  محصولات  فراوان ترین 
 AD منجربه  آمیلوئیدوژنیک  آبشار  یک   Aβ1-42 که  می شود 
پروتئین های  فیزیولوژیک،  شرایط  در   .]15[ می کند  شروع  را 
آمیلوئید خارج سلولی می توانند توسط میکروگلیا برداشته شوند یا 
توسط نپریلیزین در مدت کوتاهی بعد از تولیدشان تخریب شوند 
]16[. درنتیجه، عدم آزادسازی کافی Aβ، تجمع آمیلوئید و رسوب 
پلاک خارج سلولی را بهبود می بخشد ]15[. مکانیزم دقیقی که 
به وسیله آن تشکل پلاک آمیلوئید به AD منجر میشود، مشخص 
نیست. با این حال، پژوهشگران پی بردند که تجمع آمیلوئید منجر 
به نوروتوکسیتی می شود که اغلب با استرس اکسیداتیو، اختلال 
گیرنده های  و  آمیلوئید  کانال  تشکیل  ازطریق  کلسیم  تنظیم 
گلوتامات، عدم تعادل متابولیکی و تغییرات مضر مسیرهای انتقال 
درون سلولی ارتباط دارد ]17[. علاوه بر این، مشتقات Aβ، هیپر 
این  ازطریق مدولاسیون کینازهایی که  را  تائو  فسفوریلاسیون 

پروتئین را فسفرولیه می کنند، تسهیل می کند ]18[. 

که  داد  نشان   ]11[ همکاران  و  دائو14  تحقیق  یافته های 
آسیب شناسی AD منجر به اختلالات غیرشناختی می شود و این 
اثرات مضر را می توان به وسیله فعالیت ورزشی منظم پیشگیری 
نشان  فراوان  شواهد  حاضر).  مطالعه  محدودیت های  (از  کرد 
می دهد که ورزش منظم برای بهبود یادگیری و از دست دادن 
حافظه ناشی از محرومیت از خواب، استرس از دست دادن عزیزان 
و آلزایمر سودمند است ]9، 19-21[. مطالعه ای اخیراً نشان داد 
که در مدل موش های AD 3×Tg-AD، ورزش داوطلبانه مانع از 
اضطراب و کمبود عاطفه می شود ]19[. با این حال، مکانیزمی که 
توسط آن فعالیت ورزشی باعث اثرات محافظت عصبی در مغز 
AD می شود، هنوز معلوم نیست. ادعا شده است که با کاهش فشار 
استرس اکسیداتیو ناشی از AD (یعنی کاهش افزایش غیر طبیعی 
پراکسیداسیون لیپید)، فعالیت ورزشی باعث کاهش علائم غیر 
شناختی مرتبط با بیماری می شود. علائم رفتاری و روانشناختی 
کاهش یافته ناشی از فعالیت ورزشی در مدل AD مطالعه حاضر 
همراه با جلوگیری از تغییرات آسیب زای در سطوح سیگنال مهم 
مولکولی نظیر فسفوریلاسیون CaMKII و CaN همراه بوده است. 
این داده های آزمایشگاهی به خوبی با اثرات ضد انعقادی فعالیت 

ورزشی در بیماران مبتلابه AD مطابقت دارد ]9، 19[.

اینکه چگونه فعالیت عضلانی اثرات محافظتی را در CNS آغاز 

13. Amyloid Precursor Protein (APP)
14. Dao

می کند، تاکنون پاسخی قطعی نداشته است، هرچند شواهدی 
مبنی بر "هماهنگی متقابل" بین عضلات اسکلتی و CNS وجود 
دارد. با افزایش سرعت دویدن، فرکانس تخلیه سلول های هرمی 
هیپوکامپ CA1 و اینترنورون ها افزایش می یابد ]22[. مطالعات 
انجام شده نشان می دهد که عضله می تواند عوامل متعددی را 
ایجاد کند که اثرات محافظتی روی مغز دارند ]23[. با وجودی 
که مکانیسم دقیق مولکولی مسئول اعمال متقابل بین عضلات 
از  آزمایشگاهی  داده های  است،  روشن  هنوز   CNS و  اسکلتی 
دو مکانیسم حمایت می کنند. اولاً رویدادهای مرتبط با تعادل 
انرژی نقش مهمی در عملکرد CNS دارند ]24[. به عنوان مثال، 
uncou-  فعالیت ورزشی بیان هیپوکمپی مولکول میتوکندری،

pling protein 2 (UCP2) را به صورت افزایشی تنظیم می کند، 
که به نوبه خود میتوکندری های عصبی را از استرس اکسیدانی 
محافظت می کند، تولید ATP را افزایش می دهد و سطح کلسیم 
طبیعی را تنظیم می کند ]25[. علاوه بر این، UCP2 همچنین 
می تواند سیگنالینگ BDNF و واسطه های پایین دستی آن مانند 
CREB و CaMKII را تعدیل کند ]26[. دوم، اینترلوکین -6، یک 
سیتوکین ایمنی است که ممکن است مسئول عمل متقابل بین 
محیط و CNS باشد. طی تمرینات ورزشی، افزایش IL-6 با کاهش 
سطح گلیکوژن ارتباط دارد، که به نوبه خود می تواند تنظیم کننده 

مثبت هوموستاز گلوکز در مغز باشد ]27[. 

منظم  ورزشی  فعالیت  که  است  شده  مشخص  خوبی  به 
(مثلًا  شناختی  عملکرد  با  مرتبط  مولکول  چند  بیان  می تواند 
تحت تأثیر  شدت  به  آن  عملکردهای  که   (BDNF، CaMKII
آسیب شناسی AD قرار می گیرند، را تعدیل کند. به عنوان مثال، 
 AD به علت اختلال ناشی از p-CaMKII سطح LTP در طول القاء
فسفوریلاسیون CaMKII کاهش می یابد ]28[. در موش صحرایی 
سالم، HFS منجر به افزایش سطوح CaMKII فسفوریله شده و 
CaMKII تام می شود. داده های مطالعه دائو و همکاران نشان داد 
که HFS قادر نیست به میزان قابل توجهی سطح p-CaMKII را 
در موش های Aβ افزایش می دهد و این تغییر ازطریق فعالیت 
ورزشی جلوگیری می شود حتی اگر سطح کل CaMKII در همه 
گروه ها بعد از HFS تغییری نداشته باشد ]11[. این یافته نشان 
می دهد که بیماری به طور عمده پروسه فسفوریلاسیون فعال شده 
توسط CaMKII را هدف قرار می دهد که یک مرحله حیاتی برای 
القاء LTP است. علاوه بر مهار LTP، قرارگرفتن در معرض آمیلوئید 
می تواند منجر به تنظیم افزایشی مقادیر فسفاتازهایی شود که 
یک   (CaN (PP2B می کنند.  تنظیم  را   CaMKII فعال سازی 
مکانیسم جابه جایی LTP درنظر گرفته می شود زیرا کینازهای آن 
را غیرفعال می کند. در موش صحرایی سالم، HFS انتظار می رود 
سطح PP2B را افزایش دهد، که تصور می شود برای جلوگیری 
از اشباع LTP مهم است ]11[. یافته های مطالعه دائو و همکاران 
القاء LTP سطوح PP2B را در موش های کنترل  نشان داد که 
تحریک شده و موش های Aβ به طور معناداری افزایش داد اما 

مهرآرا صوری و همکاران. تمرین هوازی پیش از القای آلزایمر

http://jsmj.ajums.ac.ir/


373

مرداد و شهریور 1401. دوره 21. شماره 3

بر روی موش های تمرین کرده تأثیرگذار نیست. روی هم رفته، 
این یافته ها نشان می دهد که فعالیت ورزشی تأثیر مثبت بر روی 
حافظه و LTP دارد که احتمالاً به وسیله بازیابی تعادل فسفاتاز 
کیناز طبیعی عمل می کند که با یافته های پژوهش حاضر همسو 

است ]11[.

مکانیسم های احتمالی اثرات محافظتی فعالیت ورزشی در برابر 
اختلال عملکرد مغز ناشی از پپتیدهای آمیلوئید متفاوت هستند. 
یکی از نقش های بالقوه، احتمالاً حفظ مولکول هایی است که بر 
سیستم عصبی مرکزی و محیطی تأثیر می گذارد؛ عامل اصلی 
با  به ویژه زیر گروه α است.   ،CaMKII این مولکول ها در میان 
وجودی که α-CaMKII فراوان ترین پروتئین شناخته شده در مغز 
است، همچنین در ماهیچه اسکلتی با نقش ظاهری غیرکارکردی 
کیناز نیز وجود دارد ]28[. علاوهبر این، به خوبی تأیید شده است 
که α-CaMKII نقش کلیدی در فرایندهای یادگیری و حافظه و 
همچنین القاء و دوام LTP دارد ]6، 7[. ناک اوت کردن ژنتیکی 
ژن α-CaMKII منجر به نقص شناختی و انسداد LTP می شود. 
 α-CaMKII موش های هتروزیگوت که فاقد جهش ژنتیکی در
هستند، نقص در حافظه و عملکرد رفتاری نشان دهنده تغییر 
مطالعه  یافته های  با  همسو   .]29[ دادند  نشان  را  خلق وخوی 
حاضر، مطالعات دیگر نیز نشان می دهد که ورزش منظم بیان 
mRNA CaMKII هیپوکامپ موش صحرایی و بیان و فعالیت 
افزایش می دهد ]30[.  را  انسان  CaMKII در عضلات اسکلتی 
به نظر می رسد این اثرات مولکولی ناشی از تمرین به توانایی ورزش 
برای جلوگیری از افسردگی ناشی از AD کمک می کند. باتوجه به 
یافته های مطالعه حاضر و اهمیت سلولی مکانیسم های درگیر در 
بهبود عوامل شناختی و حافظه، توصیه می شود در مطالعات آینده 
از تمرینات هوازی در دوره های 8 تا 12 هفته ای در نمونه های 
انسانی و حیوانی برای بررسی متغیرهای دیگر ازجمله پلاک های 
همچنین  شود.  استفاده   BDNF و  تائو  پروتئین  بتا،  آمیلوئید 

آزمون های شناختی نیز در مطالعات آینده بررسی شود.

نتیجه گیری

به طور کلی، یافته های مطالعه حاضر نشان داد 4 هفته تمرین 
بهبود  و  افزایش  تردمیل سبب  بروی  با شدت متوسط  هوازی 
سیگنالینگ سلولی پلاسیسیتی نورونی و جلوگیری از اختلالات 

حافظه در موش های آلزایمری ویستار نر می شود.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

آلزایمر ویستار  نر  بر روی موش های صحرایی  این مطالعات 
انجام شده است و محققین اصول اخلاقی هلسینکی را در برخورد 
با حیوانات به طور کامل رعایت کرده اند و به تأیید کمیته اخلاق 

شماره  با  تهران  دانشگاه  ورزشی  علوم  و  تربیت بدنی  دانشکده 
IR.UT.SPORT.REC.1396018. رسیده است. 

حامي مالي

این مطالعه برگرفته از پایان نامه کارشناسی ارشد مهرآرا صوری 
با شماره 826 در دانشگاه تهران است. حامی مالی مطالعه معاونت 
پژوهشی دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی دانشگاه تهران بوده 

است.

مشارکت نویسندگان

 مفهوم سازی: علی اصغر رواسی و عباس حسینی؛ تحقیق و 
بررسی: مهرآرا سوری و عباس حسینی؛ تدوین و نگارش نهایی: 
فائزه حیدری و عباس حسینی، تصویرسازی: هانیه یوسف زاده و 
آیلار بیرار؛ سرپرست و مدیریت پروژه: علی اصغر رواسی؛ تأمین 

مالی: دانشکده تربیت بدنی و علوم ورزشی دانشگاه تهران.
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باتوجه به اظهارنظر نویسندگان، هیچ گونه تعارض منافعی در 
مقاله حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی
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