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The Effect of Eight Weeks of Moderate-Intensity Continuous Exercise on the Expression of IL-10 and HMGB1 Proteins and the Activity of SOD and GPx Enzymes in the Hippocampus of Epileptic Rat
Abstract
Introduction: Oxidative stress and neuroinflammation are key mechanisms in the pathophysiology of epilepsy. Physical activity plays a role in controlling and improving epileptic symptoms. This study aimed to investigate the effects of moderate-intensity continuous training (MICT) on the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx), the levels of HMGB1 and IL-10 proteins, and seizure severity in the hippocampus of epileptic rats.
Methods: Thirty-two male Wistar rats (6–8 weeks old; mean body weight: 226.625 ± 14.966 g) were randomly assigned to four groups: epilepsy, control, sham, and epilepsy + MICT. After completion of the 8-week training protocol, SOD and GPx activities were measured by ELISA, hippocampal HMGB1 and IL-10 levels were assessed by Western blotting, and seizure severity was evaluated using the Racine scale. Data were analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA) and the Mann–Whitney U test in SPSS.
Results: Epilepsy induction led to decreased SOD (p < 0.02) and GPx (p < 0.001) activities, increased HMGB1 levels (p < 0.001), decreased IL-10 levels (p < 0.001), and increased seizure severity. MICT increased GPx activity (p < 0.048) and reduced HMGB1 levels (p < 0.001) in the training group compared with the epilepsy group. Although SOD activity (p = 0.953) and IL-10 levels (p = 0.198) did not change significantly, seizure severity was significantly reduced in the trained group.
Conclusion: Moderate-intensity continuous training appears to exert protective effects and reduce seizure severity in epileptic rats by strengthening the antioxidant defense system and attenuating neuroinflammation.
Keywords: Epilepsy, Moderate-Intensity Continuous Training, Inflammation, Antioxidant, Seizure.
Extended Abstract
INTRODUCTION: Epilepsy, the fourth most common neurological disorder affecting approximately 70 million people worldwide, imposes a significant burden on patients and healthcare systems (1). Among its various forms, Temporal Lobe Epilepsy (TLE) accounts for about 40% of cases and is notably resistant to pharmacological treatments (2). The limitations of anti-epileptic drugs, including significant side effects and insufficient efficacy in many patients, highlight the need to explore complementary therapeutic strategies. The pathophysiology of epilepsy is complex, yet strong evidence confirms the pivotal and intertwined roles of neuroinflammation and oxidative stress as mutually reinforcing factors (3, 4). Oxidative stress, resulting from an increase in reactive oxygen species (ROS) and a decrease in the activity of key antioxidant enzymes such as Superoxide Dismutase (SOD) and Glutathione Peroxidase (GPx), leads to cellular damage and exacerbates inflammation. At the core of this interaction lies the protein High Mobility Group Box 1 (HMGB1). Increased ROS modifies the structure of HMGB1, and its activation, by binding to receptors such as Toll-Like Receptor 4 (TLR4) and the Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE), triggers a cascade of inflammatory events. This process, through the activation of the transcription factor Nuclear Factor-kappa B (NF-κB), increases the secretion of pro-inflammatory cytokines such as Interleukin-1 beta (IL-1β) and Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-α). Mechanisms like the potentiation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor activity ultimately heighten neuronal excitability and seizure susceptibility (5, 6). In contrast, the anti-inflammatory cytokine Interleukin-10 (IL-10) exerts a protective effect by inhibiting these pathways (7, 8). Within this context, regular physical activity has emerged as a promising non-pharmacological intervention (9). Although past concerns existed regarding exercise-induced seizure provocation (10), recent research indicates that chronic aerobic exercise can induce physiological adaptations, strengthen antioxidant defenses, modulate inflammatory responses (by reducing pro-inflammatory factors and potentially increasing IL-10), and ultimately exert neuroprotective effects (9, 11, 12). However, studies on the impact of exercise on precise molecular indicators related to the vicious cycle of oxidative stress and inflammation in epilepsy, particularly in animal models of TLE, remain limited and sometimes contradictory. Therefore, the primary objective of this study was to investigate the effect of a selected program of moderate-intensity aerobic exercise on key indicators of the HMGB1/TLR4/NF-κB pathways (representing inflammation) and oxidative stress (antioxidant enzymes) in the hippocampus of rats with induced Temporal Lobe Epilepsy. Addressing this question could provide new insights into the potential mechanisms of exercise's protective effect and be a step towards establishing its role as a complementary therapy in epilepsy management.
METHOD: This experimental study was conducted on 32 male Wistar rats (age: 6-8 weeks). The animals were randomly assigned to four groups (n=8 per group): 1) Epilepsy Group: Epilepsy induction without exercise intervention, 2) Healthy Control Group: No epilepsy induction and no exercise, 3) Sham Group: Undergoing sham surgery (saline injection instead of kainic acid) and no exercise, and 4) Intervention Group (Epilepsy + MICT): Epilepsy induction along with implementation of a Moderate-Intensity Continuous Training protocol. A drug-resistant TLE model was induced via stereotaxic intra-hippocampal injection of kainic acid (2.5 µL). Successful induction was confirmed by observing and recording seizure behaviors according to the Racine scale within 30-40 minutes post-injection. The training program was conducted on a treadmill for 8 weeks, 5 sessions per week. Each session lasted 45 minutes (including a 5-minute warm-up and 40 minutes of main running). Exercise intensity was set at 60% of the maximum running speed (Vmax) for each animal and was progressively increased. The Vmax of the animals was measured at the beginning of the study and again at the end of the fourth week, and the training intensity was updated accordingly. To assess the effect of training on seizure characteristics, seizure severity was scored during the eighth week (after the training period) by trained observers, blinded to group allocation, over a 12-hour period using the modified Racine scale. Forty-eight hours after the last training session (to eliminate acute effects), the animals were anesthetized, and their hippocampal tissue was extracted. Levels of the pro-inflammatory protein HMGB1 and the anti-inflammatory protein IL-10 in hippocampal homogenate were assessed using the Western Blot technique. Data were normalized to the housekeeping protein β-actin. The activity of key antioxidant defense enzymes Superoxide Dismutase (SOD) and Glutathione Peroxidase (GPx) in hippocampal tissue was measured using standard commercial kits based on colorimetric (ELISA) protocols. Data are reported as Mean ± Standard Deviation. One-way Analysis of Variance (ANOVA) followed by Tukey's post hoc test was used to compare biochemical variables among the four groups. The Mann-Whitney U test was used to compare seizure severity between the Epilepsy and Epilepsy+MICT groups. The normality of data distribution and homogeneity of variances were assessed using Shapiro-Wilk and Levene's tests, respectively. A significance level of P < 0.05 was considered, and all analyses were performed using SPSS software version 27.
RESULTS: The findings of this study demonstrated significant effects of the MICT protocol on inflammatory markers, oxidative stress, and seizure severity in the animal model of TLE. Analysis revealed a significant difference in HMGB1 protein levels among groups (F = 53.734, P < 0.0001). Pairwise comparisons (Tukey) indicated that HMGB1 levels in the hippocampus were significantly increased in the Epilepsy group compared to the Healthy Control group. Exercise intervention led to a significant decrease in HMGB1 levels in the Epilepsy+MICT group compared to the non-exercised Epilepsy group. Levels of IL-10 also differed significantly among groups (F = 36.917, P < 0.0001). Although IL-10 levels were decreased in the Epilepsy group compared to the Control group, no significant difference was observed between the Epilepsy and Epilepsy+MICT groups. A significant difference was found in SOD activity among groups (F = 13.320, P < 0.0001). SOD activity was significantly lower in the Epilepsy group compared to the Control group. However, MICT exercise did not lead to a statistically significant difference in SOD activity between the Epilepsy and Epilepsy+MICT groups. The pattern for GPx activity was similar to HMGB1, showing a significant difference among groups (F = 24.094, P < 0.0001). GPx activity was decreased in the Epilepsy group compared to the Control. The MICT program caused a significant increase in GPx activity in the Epilepsy+MICT group compared to the non-exercised Epilepsy group. Behavioral observations in the final week (week 8) showed that seizure severity in the exercised group (Epilepsy+MICT) was significantly and consistently lower over seven consecutive days compared to the non-exercised Epilepsy group (based on the Mann-Whitney U test). This finding indicates a sustained protective effect of MICT in reducing seizure symptom severity.
DISCUSSION: The present discussion indicates that Moderate-Intensity Continuous Training (MICT) exerts significant protective effects in the TLE model by modulating key indicators of oxidative stress and neuroinflammation. Our findings confirm that epilepsy induction creates a vicious cycle of oxidative stress (reduced SOD and GPx activity) and neuroinflammation (increased HMGB1 and decreased IL-10). These results are consistent with previous studies emphasizing the central role of the interaction between these two pathways in epileptogenesis (4, 5, 13, 14). Reduced antioxidant enzyme activity not only leads to direct cellular damage but also exacerbates the inflammatory cascade by facilitating the stabilization of the active disulfide form of HMGB1. Increased HMGB1, through the activation of TLR4/NF-κB and RAGE pathways, elevates pro-inflammatory cytokines like IL-1β, and by overstimulating NMDA receptors, increases neuronal excitotoxicity and hyperexcitability (5). The intervention with 8 weeks of MICT effectively disrupted this cycle at several levels: 1) Modulation of Oxidative Stress: Exercise led to a significant increase in GPx activity. This enzyme plays a crucial role in efficiently decomposing hydrogen peroxide (H₂O₂, a product of SOD activity), preventing the formation of highly destructive hydroxyl radicals (15, 16). Although SOD activity did not change significantly, the increase in GPx may represent an efficient adaptive strategy for controlling oxidative stress in this model. 2) Reduction of Neuroinflammation: The key molecular finding of this study was the significant decrease in the pro-inflammatory protein HMGB1 in the exercised group. This reduction is likely a direct consequence of the improved antioxidant status (particularly increased GPx) and the inhibition of ROS-dependent pathways that stimulate HMGB1 release and activation (17, 18). By removing this primary inflammatory trigger, the subsequent chain of inflammatory events is disrupted. It is noteworthy that IL-10 levels did not increase significantly, suggesting that the anti-inflammatory effect of MICT in this model is exerted primarily through the suppression of pro-inflammatory pathways rather than the enhancement of anti-inflammatory ones. 3) Clinical (Functional) Impact: In line with favorable molecular changes, seizure severity was consistently and significantly reduced in the exercised group. This final finding is the most important functional outcome of the present research, demonstrating that exercise intervention can lead to objective improvement in disease symptoms. In summary, this study demonstrates that eight weeks of moderate-intensity aerobic exercise likely breaks the vicious cycle of oxidative stress-inflammation in Temporal Lobe Epilepsy by strengthening antioxidant defense (increasing GPx) and subsequently reducing neuroinflammation (decreasing HMGB1), ultimately leading to a significant reduction in seizure severity. These findings provide robust mechanistic evidence supporting the role of regular aerobic exercise as a safe and effective complementary strategy in the management of drug-resistant epilepsy. Future studies are recommended to investigate the effects of combining MICT with the ketogenic diet on neuroinflammatory and oxidative stress pathways in epilepsy, as well as its potential synergistic role in seizure control.

تاثیر هشت هفته فعالیت ورزشی تدامی با شدت متوسط بر بیان پروتئینهای IL-10 و HMGB1 و فعالیت آنزیمهای SOD و GPx در هیپوکمپ رتهای مبتلا به صرع
چکیده:
مقدمه و هدف: استرس اکسیداتیو و التهاب عصبی از مکانیسم‌های کلیدی در پاتوفیزیولوژی بیماری صرع هستند. فعالیت ورزشی در کنترل و بهبود علائم صرع نقش دارد. این مطالعه با هدف بررسی اثر تمرینات تداومی با شدت متوسط (MICT) بر فعالیت آنزیمهای آنتیاکسیدانی سوپراکسیددیسموتاز (SOD) وگلوتاتیون پراکسیداز (GPx)، سطوح پروتئینهای HMGB1 و IL-10 و شدت تشنج در هیپوکمپ رتهای مبتلا به صرع انجام شد. 
روش: 32 سر رت نر ویستار (سن: 6 تا 8 هفته و میانگین وزن: ۲۲۶٫۶۲۵±۱۴٫۹۶۶) به گروه‌های صرع، کنترل، شم و صرع + MICT تقسیم شدند. پس از اتمام پروتکل هشت هفتهای تمرین، فعالیت SOD و GPx با الایزا، سطوح HMGB1 و IL-10 در بافت هیپوکمپ با وسترنبلات و شدت تشنج بر اساس مقیاس راسین اندازه گیری شد. دادهها از طریق آزمون تحلیل واریانس یکراهه و آزمون یومنویتنی در نرمافزار SPSS تجزیه و تحلیل شدند.
[bookmark: OLE_LINK1]یافتهها: القای صرع منجر به کاهش فعالیت آنزیم‌های  SOD (0.02p < ) و GPx (0.001p < ) ، افزایش پروتئینHMGB1 (0.001p < ) ، کاهش پروتئین IL-10(0.001p < )  و افزایش شدت تشنج شد. تمرین MICT  موجب افزایش فعالیت آنزیم GPx (0.048p < ) و کاهش سطح HMGB1 (0.001p < ) در گروه تمرینی نسبت به گروه صرع شد. اگرچه فعالیت آنزیم SOD (0.953p < )  و سطح IL-10 (0.198p < ) تغییر معنا‌داری نیافت، اما شدت تشنج در گروه تحت تمرین به طور قابل توجهی کاهش یافت. 
نتیجه گیری: به نظر می‌رسد تمرینات تداومی با شدت متوسط با تقویت سیستم آنتی‌اکسیدانی و کاهش التهاب عصبی، اثرات محافظتی خود را اعمال کرده و باعث کاهش شدت تشنج در رتهای مبتلا به صرع میشود.
کلیدواژه: صرع، فعالیت ورزشی تداومی با شدت متوسط، التهاب، آنتیاکسیدان، تشنج.



مقدمه:
بیماری صرع چهارمین اختلال شایع عصبی است که در تمام سنین بروز میکند و با تشنجهای مکرر شناخته میشود. شیوع آن 70 میلیون نفر در سراسر جهان است و سالانه بیش از 125 هزار مرگ به آن نسبت داده میشود. صرع پیامدهای عصبی، زیستی، شناختی، روانی و اجتماعی گستردهای به همراه دارد و بار قابل توجهی بر فرد، خانواده و نظام سلامت تحمیل میکند (1). از میان انواع صرع، صرع لوب تمپورال[footnoteRef:1]  40 درصد از موارد را شامل میشود و نسبت به درمان دارویی بسیار مقاوم است. صرع مقاوم به دارو در صورتی است که حداقل دو داروی ضد تشنج مناسب در کنترل حملات ناموفق باشند. علاوه بر این، داروهای ضد صرع اثربخشی محدودی دارند و و اغلب با عوارض جانبی نامطلوبی از جمله اختلالات سیستم عصبی مرکزی، آسیبهای کبدی و اختلالات سلامت استخوان همراه هستند (2). [1:  Temporal Lobe Epilepsy] 

شواهد نشان میدهد التهاب عصبی و استرساکسیداتیو از عوامل کلیدی در پاتوفیزیولوژی صرع بوده و یکدیگر را تقویت میکنند. در پاسخ به آسیب عصبی، تولید گونه‌های فعال اکسیژن[footnoteRef:2] (ROS)  افزایش مییابد و در صورتی که از ظرفیت آنتیاکسیدانی بدن فراتر رود، منجر به استرس اکسیداتیو، آسیب سلولی و تشدید التهاب عصبی میشود که در تداوم فرآیند صرعزایی نقش مهمی دارد (3). اختلال عملکرد میتوکندری نیز میتواند این فرآیندها را تشدید کند، به طوری که حدود40% بیماران صرعی درجاتی از نارسایی میتوکندریایی را نشان میدهند (19). در صرعهای پایدار، ROS از طریق فعالسازی گیرنده اِن-متیل-دی-آسپارتات[footnoteRef:3] (NMDA) و آنزیم نیکوتینآمیدآدنیندینوکلئوتیدفسفات[footnoteRef:4] (NADPH) افزایش میابد (13, 20). دو آنزیم کلیدی دفاع آنتیاکسیدانی در مغز، سوپراکسید دیسموتاز[footnoteRef:5]  (SOD) و گلوتاتیون پراکسیداز[footnoteRef:6]  (GPx) با تبدیل آنیونسوپراکسید[footnoteRef:7] به پراکسیدهیدروژن[footnoteRef:8] و سپس تجزیه آن به آب عمل میکنند (4). کاهش فعالیت این آنزیمها در هیپوکامپ مدلهای حیوانی صرع گزارش شده است (4, 21) که می‌تواند منجر به تجمع ROS و آسیب به ساختارهای سلولی از جمله غشاهای نورونی و DNA شود (21). [2:  Reactive Oxygen Species]  [3:  N-Methyl-D-Aspartate]  [4:  Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate]  [5:  Superoxide Dismutase]  [6:  Glutathione Peroxidase]  [7:  Superoxide Anion]  [8:  Hydrogen Peroxide] 

یک نقطه بحرانی در تقاطع بین استرس اکسیداتیو و التهاب عصبی، تولید ایزوفرم دیسولفید از گروه تحرک بالا[footnoteRef:9] (HMGB1) است. افزایش ROS موجب تثبیت فرم دیسولفید HMGB1 شده و با فعال سازی گیرنده شبه تول 4[footnoteRef:10] (TLR4) و گیرنده محصولات نهایی گلیکاسیون پیشرفته[footnoteRef:11] (RAGE) مسیرهای التهابی وابسته به فاکتور تمایز میلوئید 88[footnoteRef:12] (My88) را فعال میکند و با تحریک انتقال فاکتور رونویسی هسته‌ایکاپا-بی[footnoteRef:13] (NF-kB) به هسته، منجر به رونویسی و تولید سایتوکاینهای پیشالتهابی از جمله اینترلوکین-یکبتا[footnoteRef:14] (IL-1β) و فاکتورنکروزتومورآلفا[footnoteRef:15] (TNF-α) میشود که درنهایت فسفوریلاسیون زیرواحد[footnoteRef:16] NR2B گیرنده‌ NMDA منجر به افزایش ورود یون کلسیم  (Ca²⁺) به نورون‌ها می‌شود که این امر موجب افزایش تحریک‌پذیری عصبی و در نهایت شروع فرآیند صرع‌زایی می‌گردد. سایتوکاین‌های حاصل از آزادسازی HMGB1، خود موجب تحریک بیشتر ترشح این پروتئین شده و بدینترتیب یک چرخه معیوب میان التهاب و تشنج ایجاد میکنند (5, 6). علاوه بر این HMGB1 با مهار ناقل گلوتامات آستروسیتی[footnoteRef:17]، غلظت گلوتامات خارج سلولی را افزایش داده و تحریک پذیری نورونی را بالا میبرد (22). ژاو[footnoteRef:18] و همکاران (2017) گزارش کردند که غیر فعالسازی HMGB1 با آنتیبادی مونوکلونال[footnoteRef:19] دفعات بروز تشنج را کاهش میدهد (23). در مقابل ، اینترلوکین-10[footnoteRef:20] (IL-10) به عنوان سیتوکین ضدالتهابی با مهار مسیرهای وابسته به NF-κB (7) و کاهش تولید سیتوکین‌های پیش‌التهابی مانند IL-1β و TNF-α، نقش محافظتی در سیستم عصبی ایفا میکند (8). مطالعات همبستگی منفی بین IL-10 و مدت صرع را گزارش کردهاند که نشان دهنده کاهش تولید این سیتوکاین همزمان با افزایش مدت بیماری صرع است (24). [9:  High Mobility Group Box 1]  [10:  Toll-Like Receptor 4]  [11:  Receptor for Advanced Glycation End Products]  [12:  Myeloid Differentiation Primary Response 88]  [13:  Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells]  [14:  Interleukin-1 Beta]  [15:  Tumor Necrosis Factor-Alpha]  [16:  N-Methyl-D-Aspartate Receptor Subunit 2B]  [17:  astrocytic glutamate transporter]  [18:  Zhao]  [19:  monoclonal antibody
]  [20:  Interleukin-10] 

فعالیت بدنی منظم به‌عنوان مداخلهای مکمل در کنترل بیماریهای عصبی از جمله صرع مطرح شده است (9). در گذشته تصور میشد فعالیتهای ورزشی منجر به تشدید حملات میشود (10)؛ اما مطالعات جدید نشان میدهند فعالیت ورزشی نه تنها آثار منفی ندارد، بلکه با بهبود ظرفیت آنتیاکسیدانی و تعدیل پاسخهای التهابی، اثرات محفاظتی قابل توجهی بر مغز اعمال میکند و عملکردهای رفتاری مانند کیفیت زندگی، حافظه، خلق و خو و عزت نفس را بهبود میبخشد (9). در حالی که فعالیت ورزشی حاد منجر به افزایش ROS میشود و شدتهای بالای فعالیت ورزشی این موضوع را تشدید میکند اما فعالیت ورزشی هوازی مزمن با ایجاد سازگاریهای فیزیولوژیک نقش محافظت عصبی ایفا میکند (9, 11, 12).  دلیمارز و همکاران (2022) نشان دادند فعالیت ورزشی هوازی با مهار NF-κB، کاهش TNF-α و IL-1β و افزایش IL-10، تعادل سیستم ایمنی عصبی را بهبود می‌بخشد (25). فتر و همکاران (2019) در مطالعهای نشان دادند تمرینات تداومی با شدت متوسط[footnoteRef:21] (MICT) باعث بهبود حافظه و افزایش فعالیت آنزیم آنتیاکسیدانی کاتالاز در هیپوکمپ رتهای مبتلا به صرع شده است (11). [21:  Moderate-Intensity Continuous Training ] 

با این حال، شواهد مربوط به اثر فعالیت ورزشی بر استرس اکسیداتیو و به‌ویژه محور HMGB1 در صرع هنوز محدود است و متناقض است. ناهمسانی نتایج می‌تواند ناشی از تفاوت در مدل‌های القای صرع، مدت و شدت تمرین، زمان نمونه‌گیری و روش‌های سنجش باشد (26). علاوه بر این، اثر تمرینات هوازی با شدت متوسط بر تعامل دو مسیر کلیدی التهاب عصبی و استرس اکسیداتیو به‌ویژه در هیپوکمپ مدل‌های حیوانی صرع به‌طور کامل روشن نشده است (27). از آنجا که این دو فرآیند به‌صورت درهم‌تنیده در صرع‌زایی و شدت تشنج نقش دارند، تبیین اثر ورزش بر آن‌ها می‌تواند مبنایی برای تقویت جایگاه ورزش به‌عنوان درمان مکمل در مدیریت صرع فراهم کند.
روششناسی
تمامی مراحل این پژوهش به تصویب کمیته اخلاق دانشکده علوم ورزشی و تندرستی دانشگاه تهران رسیده است (شناسه اخلاق 1403.067IR.UT.SPORT.REC.). در این پژوهش از ۳۲ سر رت نر نژاد ویستار با سن تقریبی شش تا هشت هفته و میانگین وزنی ۲۲۶٫۶۲۵±۱۴٫۹۶۶‎ گرم استفاده شد که از مؤسسه انیستیتو پاستور ایران تهیه گردید. حیوانات به‌طور تصادفی در چهار گروه هشت‌تایی شامل: صرع (Epilepsy)، کنترل (Control)، شم (Sham) و صرع+MICT (Epilepsy+MICT) تقسیم‌بندی شدند. نگهداری حیوانات در شرایط کنترل شده شامل چرخه نوری ۱۲ ساعت روشنایی و ۱۲ ساعت تاریکی، رطوبت نسبی ۵۵ تا ۶۵ درصد و دمای محیط ۲۲ تا ۲۶ درجه سانتی‌گراد انجام گرفت. همچنین، دسترسی آزاد به آب آشامیدنی و غذای استاندارد برای تمامی حیوانات فراهم بود.
[bookmark: _Hlk203343239]القا صرع: یک هفته پس از تطبیق حیوانات با شرایط محیطی آزمایشگاه، رتها با تزریق داخل صفاقی کلرالهیدرات 7% ( 0.5 میلیلیتر به ازای هر 100 گرم وزن بدن) بیهوش شدند. سطح پشتی سر تراشیده و با محلول ید ضدعفونی شد. سپس برش خط میانی در پوست سر ایجاد گردید تا جمجمه نمایان شود. القای صرع بهوسیله تزریق درون‌هیپوکمپی[footnoteRef:22] کاینیک اسید (به میزان 2.5میکرلیتر، شرکت Sigma-Aldrich، آلمان) با استفاده از روش استریوتاکسیک[footnoteRef:23] انجام گرفت (28). گروه شم تحت همان شرایط بیهوشی و جراحی مشابه گروه صرع قرار گرفت؛ با این تفاوت که به‌جای ماده القاکننده صرع، نرمال‌سالین با همان حجم و از همان مسیر تزریق شد. جهت تأیید القای صرع، از مقیاس رفتاری راسین[footnoteRef:24] استفاده شد. موفقیت القای صرع زمانی تأیید شد که حیوانات طی ۳۰ تا ۴۰ دقیقه پس از تزریق، حمله تشنجی اولیه را تجربه کردند. در جریان این فرآیند تنها یک حیوان تلف شد و در نتیجه نرخ مرگومیر ناشی از القا 0.3% برآورد گردید. شدت حملات بر اساس مقیاس راسین امتیاز دهی شد که شامل: مرحله یک: خیره شدن. مرحله دو: بروزحرکات خودکار در صورت مانند لرزش (لرزش سگ خیس)، بو کشیدن (تکان خوردن بینی)، ترشح بزاق، جویدن و حرکات سر. مرحله سه: علائم مرحله دوم به همراه کلونوس اندامهای جلویی و لرزش. مرحله چهار: تکرار لرزشها و کلونوس اندامهای جلویی به طور مکرر همراه افتادن. مرحله پنجم: بروز تشنج های تونیک-کلونیک به همراه دویدن (29).
 [22:  Intrahippocampal ]  [23:  Stereotaxic ]  [24:  Racine scale ] 

پروتکل تمرینی: پروتکل تمرینی با اقتباس از مطالعه مارتیز و همکاران (2018) به مدت هشت هفته و پنج روز در هفته رأس ساعت 11 صبح اجرا شد. هر جلسه 45 دقیقه به طول میانجامید که شامل پنج دقیقه گرم کردن و 40 دقیقه دویدن با 60% حداکثر سرعت دویدن[footnoteRef:25] (Vmax) بود. به منظور انجام تمرینات به صورت پیشرونده، آزمون تعیین Vmax  یک‌بار پیش از شروع دوره (هفته صفر) و بار دیگر در پایان هفته چهارم اجرا شد، و شدت تمرین مطابق با نتایج آزمونها تنظیم گردید.  برای تعیین Vmax ابتدا حیوانات به مدت پنج دقیقه با سرعت ۱۲ متر بر دقیقه و شیب صفر درصد گرم شدند. سپس سرعت تردمیل هر سه دقیقه، سه متر در دقیقه افزایش یافت تا حیوان قادر به ادامه دویدن نباشد (30).  [25:  Vmax] 

پایش تعداد تشنج: شدت تشنج‌ها هفته هشتم، طی بازه زمانی شش صبح تا شش عصر مورد ارزیابی قرار گرفت. در این مدت پنج مشاهدهگر آموزش‌دیده به‌طور مداوم قفس‌های حیوانات را تحت نظر داشتند. لازم به ذکر است که تمامی مشاهده‌گران نسبت به گروه‌بندی حیوانات نابینا بودند. شدت تشنج‌ها بر اساس مقیاس اصلاح‌شده راسین، مطابق با دستورالعملهای پیشین، ثبت گردید (29).
 بافت برداری و اندازه گیری پروتئینهای HMGB1 و IL-10 
برای حذف اثرات حاد ناشی از فعالیت ورزشی، ۴۸ ساعت پس از پایان پروتکل تمرینی، حیوانات با استفاده از تزریق ترکیب زایلازین (سه تا پنج میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن) و کتامین (۳۰ تا ۵۰ میلی‌گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن) بیهوش شدند. در ادامه، حیوانات جهت تشریح و برداشت بافت آماده گردیدند. پس از جدا‌سازی مغز از جمجمه، ناحیه هیپوکامپ استخراج و تا زمان انجام آنالیز‌ها در دمای ۷۰- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. روش وسترن بلاتینک در دو مرحله انجام شد:
  1- استخراج و سنجش پروتئین: برای استخراج پروتئین، 100 میکرولیتر از محلول لیزس سلولی Pro-PRE™ (iNtRON Biotechnology, Korea)  به نمونه‌ها افزوده شد و هموژن‌سازی روی یخ انجام گرفت. سپس تعلیق سلولی طبق دستورالعمل سازنده به مدت 20 دقیقه در 20-°C نگهداری و = عصاره را با  13000 دور در دقیقه (Hettich universal 320R, Germany) به مدت 15 دقیقه در دمای چهار درجهی سانتیگراد سانتریفیوژ شد. محلول فوقانی جمع‌آوری و غلظت پروتئین با روش بی‌سینکونینیک[footnoteRef:26] (iNtRON Biotechnology, Korea) و دستگاه اسپکتوفوتومتری (Smartspec Plus spectrophotometer ,Bio-Rad) اندازه‌گیری شد. [26:  Bicinchoninic Acid Assay] 

2- الکتروفورز، ترانسفر و آشکارسازی: وسترن‌بلات با سیستم عمودی TV100 (Scie-Plas Ltd, UK) و منبع تغذیه Consort-EV202 (Sigma) انجام شد. مقدار 50 میکروگرم از محلولهای پروتئینی پس از اختلاط با بافرلاملی دوبرابر غلظت، تحت شرایط احیاکننده و جوشاندن به مدت پنج دقیقه، روی ژل SDS-PAGE (ژل جداکننده 10% و ژل هم‌ترازکننده 5%) بارگذاری شد؛ مارکر pre-stained (Fermentas, USA) نیز استفاده گردید. سپس پروتئین‌ها 0.2 میکرومتری پی-وی-دی-اف (PVDF)  شرکت Bio-Rad انتقال داده شدند. رَک ترانسفر در تانک ترانسفر حاوی بافر ترانسفر با 8.3pH=  (شامل سه گرم Tris-base، 14.4 گرم گلیسین و 150 میلی‌لیتر متانول در حجم نهایی 1000 میلی‌لیتر آب مقطر) قرار داده شد و انتقال پروتئین‌ها به مدت 75 دقیقه با جریان ثابت 300 میلی‌آمپر انجام گرفت. غشا PVDF به مدت 1 ساعت در محلول تریس-بافر ساین حاوی  (%0.1 20Tween-) و آلبومین سرم گاوی (sigma) %5 (BSA) یا پودر شیر خشک بدون چربی در دمای آزمایشگاه بلوک شدند (در این مطالعه با توجه به توصیهی کارخانهی سازنده به علت واکنش غیر اختصاصی آنتیبادی مختص پروتئینهای فسفات دار، آنتی Tie2 فسفریله، برای بلوکه کردن غشاء فقط از آلبومین سرم گاوی استفاده شد). پس از شست‌وشو، آنتی‌بادی ثانویه کونژوگه با  HRP(goat anti-rabbit IgG H&L (HRP), Abcam, ab6721) به مدت 1 ساعت در دمای اتاق اعمال شد و باندها با ECL آشکارسازی گردیدند. در نهایت توسط نرم¬افزار Gel analyseru باندها ظاهر شده را آنالیز میکنیم. سپس مساحت زیر سطح منحنی برای هر فاکتور و کنترل بتا اکتین (Abcam, ab8227) محاسبه شده و شدت نسبی با تقسیم مساحت زیر سطح منحنی هر فاکتور به مساحت زیر سطح منحتی بتا اکتین به دست آمد. نتایج را با گروه کنترل برای هر کدام از سلول ها مقایسه گردید. 
1بافت برداری و اندازه‌گیری فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی
50 میلیگرم بافت هموژن گردید. سپس۵۰۰ میکرولیتر بافر ریپا به نمونه افزوده شد و فرآیند لیز بافت انجام گرفت. نمونهها به مدت یک ساعت در یخچال قرار گرفت و سپس به مدت 15 دقیقه با دور RPM10000 سانتریفیوژ گردید. محلول رویی را به میکروتیوب منتقل کرده و در دمای 80- درجه سانتیگراد نگهداری شد.
SOD
فعالیت آنزیم SOD با استفاده از کیت تجاری کد ZB-SOD-A96، شرکت ZellBio GmbH، آلمان و بر اساس دستورالعمل سازنده اندازه‌گیری شد. برای هر نمونه، در دو چاهک در نظر گرفتیم. به هر دو چاهک 10 میکرولیتر نمونه، 250 میکرولیتر محلول شماره یک، 10 میکرولیتر محلول شماره دو و 10 میکرولیتر آب مقطر اضافه شد. به چاهک شاهد ۲۰ میکرولیتر آب مقطر و به چاهک نمونه ۲۰ میکرولیتر از محلول کروموژننیک اضافه و میکس شد. نمونهها در طول موج ۴۲۰ نانومتر در زمان‌های صفر و دو دقیقه توسط دستگاه الایزاریدر ثبت شد. فعالیت آنزیم SOD بر اساس فرمول زیر و بر حسب واحد بر میلی‌لیتر (U/mL) محاسبه گردید:

100SOD Activity (U/ml) = (vp – vc) / (vp) * 
VP = ODsample 2min – ODblank 2min
Vc = ODsample 2min – ODblank 0min
GPx
فعالیت آنزیم GPX با استفاده از کیت تجاری کد ZB-GPX-A96، شرکت ZellBio GmbH آلمان ارزیابی شد. در میکروتیوب‌های جداگانه، ۸۰ میکرولیتر از معرف یک، ۲۰ میکرولیتر از معرف دو، ۴۰ میکرولیتر از معرف سه، ۴۰ میکرولیتر از معرف چهار و ۲۰ میکرولیتر از معرف پنج مخلوط شد. این محلولها به میکروتیوبهای شاهد و کنترل اضافه گردید. علاوه برآن، به شاهد 125 میکرولیتر آب مقطر افزوده شد. به میکروتیوبهای نمونه 125 میکرولیتر از نمونه اضافه شد و سپس میکروتیوبها به مدت پنج دقیقه در دمای 37درجه سانتیگراد انکوبه شدند. سپس 125 میکرولیتر از نمونه کنترل به میکروتیوب کنترل اضافه شد و به تمامی میکروتیوبها 30 میکرولیتر از معرف شش افزوده و محتویات به هم زده شد. نمونهها با RPM4000 به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شدند. در ادامه، به هر چاهک نمونه، 10 میکرولیتر از محلول رویی نمونه اضافه گردید. همچنین 10 میکرولیتر از معرف چهار بهعنوان نمونه استاندارد درون یک چاهک اضافه میکنیم. میکروبلیت به مدت پنج دقیقه در دمای محیط انکوبه شد و سپس آن را در 412 نانومتر بوسیله دستگاه الایزاریدر اندازه گیری میکنیم. فعالیت آنزیم GPx را بر اساس فرمول زیر محاسبه میکنیم:
GPX Activity (U/ml) = (OD control – OD sample)/(OD standard – OD blank) * 6000
تجزیه تحلیل آماری:
دادهها به صورت میانگین[footnoteRef:27] و انحراف استاندارد[footnoteRef:28] (Mean ±SD) گزارش شدند. برای متغیرهای HMGB1، IL-10، SOD و GPx، آنوای یک‌طرفه[footnoteRef:29] با آزمون تعقیبی توکی (Tukey’s post hoc) برای مقایسه چندگانه استفاده شد. نرمال بودن داده‌ها با آزمون آزمون شاپیرو-ویلک[footnoteRef:30] و همگنی واریانس‌ها با آزمون لون[footnoteRef:31] ارزیابی شد. شدت تشنج بین گروه‌های بیمار و MICT در روزهای هفته آخر با آزمون یومنویتنی[footnoteRef:32] مقایسه شد. سطح معنا‌داری در p < 0.05 در نظر گرفته شد و تمامی تحلیل‌ها با نرم‌افزار SPSS نسخه 27 انجام شد. [27:  Mean ]  [28:  Standard deviation ]  [29:  One-way ANOVA]  [30:  Shapiro Wilk ]  [31:  Leven ]  [32:  Mann–Whitney U] 

یافتهها

HMGB1
نتایج آزمون آنوای یک‌طرفه نشان داد، اختلاف معنادار در بیان پروتئین HMGB1 در میان گروه‌های مختلف پژوهش وجود دارد (0.0001>P ، 53.734F = ). همچنین آزمون تعقیبی توکی در مقایسه زوجی گروهها مشخص کرد که بین گروه MICT و بیمار (0.001p < ) و همچنین بین گروه بیمار و کنترل  (0.001p < ) اختلاف معنادار وجود دارد. (نمودار 1)


B Actin
HMGB1
MICT
Sham
Epilepsy
Control
42 KDa

 29KDa

Weight





نمودار 1. میانگین ± انحرافاستاندارد HMGB1 در چهار گروه کنترل (Control)، شم (Sham)، صرع (Epilepsy)، صرع+MICT (Epilepsy+MICT).
 ns: 0.05<p غیرمعنادار؛ *: 0.05>p؛ **: 0.01>p؛ ***: 0.001p<؛ ****: 0.0001p>.






IL-10
نتایج آزمون آنوای یک‌طرفه اختلاف معنادار در بیان پروتئن IL-10 در میان گروه‌های مختلف پژوهش نشان داد (0.0001>P ، 36.917F = ). همچنین آزمون تعقیبی توکی در مقایسه زوجی گروهها مشخص کرد بین گروه MICT و بیمار اختلاف معنادار وجود ندارد (0.198p < ). درحالیکه بین گروه بیمار و کنترل اختلاف معنادار وجود دارد (0.001p < ). (نمودار 2)
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نمودار2. میانگین ± انحرافاستاندارد IL-10 در چهار گروه کنترل (Control)، شم (Sham)، صرع (Epilepsy)، صرع+MICT (Epilepsy+MICT).
 ns: 0.05<p غیرمعنادار؛ * 0.05>p؛ ** 0.01>p؛ *** 0.001p<؛ **** 0.0001p>.








SOD
نتایج آزمون آنوای یک‌طرفه اختلاف معنا دار در فعالیت آنزیم SOD بین گروهها نشان داد (0.0001>P ، 13.320F = ). آزمون تعقیبی توکی اختلاف معنادار بین گروه بیمار و کنترل نشان داد (0.002p < ). اما بین گروه MICT و بیمار اختلاف معنا دار مشاهده نشد (0.953p < ). (نمودار 3)













نمودار3. میانگین ± انحرافاستاندارد SOD در چهار گروه کنترل (Control)، شم (Sham)، صرع (Epilepsy)، صرع+MICT (Epilepsy+MICT).
 ns: 0.05<p غیرمعنادار؛ * 0.05>p؛ ** 0.01>p؛ *** 0.001p<؛ **** 0.0001p>.













GPx
نتایج آزمون آنوای یک‌طرفه نشان داد، بین گروههای پژوهشی در آنزیم آنتیاکسیدانی GPx اختلاف معنادارای وجود دارد (0.0001>P ، 24.094F = ). همچنین آزمون تعقیبی توکی در مقایسه زوجی گروهها نشان داد بین گروه بیمار و کنترل (0.001p < )  و همچنین بین گروه بیمار و MICT اختلاف معنادار وجود دارد (0.048p < ). (نمودار 4)












نمودار-4. میانگین ± انحرافاستاندارد GPX چهار گروه کنترل (Control)، شم (Sham)، صرع (Epilepsy)، صرع+MICT (Epilepsy+MICT). 
ns: 0.05<p غیرمعنادار؛ * 0.05>p؛ ** 0.01>p؛ *** 0.001p<؛ **** 0.0001p>.
شدت تشنج
نتایج آزمون Mann–Whitney U نشان داد که شدت تشنج بین گروه‌های صرع و MICT طی هفت روز متوالی از هفته هشتم، به جز روز دوم به‌طور معنا‌داری اختلاف داشته است. این اختلاف در روزهای مختلف به ترتیب زیر مشاهده شد: روز اول (12.5=U، 0.003=p)، روز دوم (34=U، 0.247=p)، روز سوم (17.5=U، 0.011=p)، روز چهارم (19.5=U، 0.019=p)، روز پنجم (13=U، 0.004=p)، روز ششم (20=U، 0.023=p)، روز هفتم (15=U، 0.007=p). نتایج بصورت میانه گزارش شدند و در تمام روزها، گروه MICT شدت تشنج پایین‌تری نسبت به گروه صرع نشان داد. در مجموع، این یافتهها حاکی از اثر محافظت‌کننده تمرین MICT در کاهش شدت تشنج طی هفته پایانی پژوهش است و کاهش نسبتاً مداوم در طول روزها می‌تواند بیانگر یک سازوکار محافظت عصبی مزمن باشد که احتمالاً با کاهش التهاب عصبی مرتبط است (شکل 5).
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شکل 1. تغییرات شدت تشنج بین دوگروه صرع و صرع+MICT در طول هفته هشتم.
 * 0.05>p؛ ** 0.01>p؛

بحث

بیماری صرع صرفاً یک اختلال تشنجی نیست، بلکه پیامد مجموعهای از تغییرات پایدار در شبکههای عصبی است که در آن التهاب و استرساکسیداتیو به صورت درهم تنیده نقش کلیدی دارند. استرساکسیداتیو زمانی رخ می‌دهد که تعادل بین اکسیدان‌ها و آنتی‌اکسیدان‌ها برهم بخورد (13). این وضعیت مشکلات متابولیکی در لیپیدهای غشایی، DNA و RNA  ایجاد می‌کند و خطر بروز یا تکرار تشنج‌ را افزایش می‌دهد (31). مغز به دلایل متعددی از جمله مصرف بالای اکسیژن، وجود مقادیر قابل توجهی از اسیدهای چرب غیراشباع مستعد پراکسیداسیون لیپید و همچنین غلظت بالای آهن که میتواند رادیکالهای هیدروکسیل را کاتالیز کند؛ در برابر استرساکسیداتیو آسیبپذیرتر است (32). علاوه بر این، فعالیت آنزیم کاتالاز در مغز نسبتاً پایین گزارش شده است (14). همزمان، فعال‌شدن مسیرهای التهابی، یک چرخه معیوب بین التهاب و تشنج ایجاد می‌کند که می‌تواند فرآیند صرع‌زایی را پایدارتر کند (13). در مقابل، سایتوکاین ضدالتهابی IL-10 به‌عنوان یکی از بازدارنده‌های پاسخ التهابی، بالقوه می‌تواند در تعدیل این چرخه و محدود کردن پیامدهای التهابی نقش محافظتی داشته باشد (8). بر همین اساس، بررسی همزمان نشانگرهای التهابی و استرس اکسیداتیو در بافت هیپوکمپ میتواند به تبیین تغیرات مرتبط با شدت تشنج و پاتوفیزیولوژی صرع کمک کند. از سوی دیگر، فعالیت بدنی منظم به‌عنوان یک مداخله مکمل غیر دارویی، به دلیل اثرات گزارش شده در بهبود تعادل اکسیدان-آنتی‌اکسیدان و تعدیل پاسخ‌های التهابی، در سال‌های اخیر در کانون توجه مطالعات نوروبیولوژی قرار گرفته است (9). 
[bookmark: _Hlk217948294]نتایج مطالعه حاضر نشان داد القای صرع با کاینیکاسید موجب کاهش فعالیت آنزیمهای آنتیاکسیدانی SOD و GPx، افزایش معنا‌دار سطوح پروتئین‌های HMGB1، کاهش IL-10 در بافت هیپوکمپ میشود که در نهایت به افزایش شدت تشنج در رت‌های صرعی منجر گردید. این یافتهها که همسو با نتایج پائولتی[footnoteRef:33] و همکاران (2019) است، بر نقش محوری تعامل میان التهاب و استرس اکسیداتیو در پاتوفیزیولوژی صرع تاکید دارند (13). کاهش فعالیت آنزیم‌های SOD و GPx، با برهم زدن تعادل اکسیدانی و تشدید استرس اکسیداتیو، علاوه بر ایجاد آسیب نورونی، می‌تواند از طریق تسهیل تثبیت فرم دی‌سولفید HMGB1 و فعال‌سازی آبشارهای التهابی نیز اثرگذار باشد (33). یافتههای ما در زمینه کاهش ظرفیت آنتیاکسیدانی در صرع با مطالعات گذشته مطابقت دارد. نصاری[footnoteRef:34]  و همکاران (2025) گزارش کردند القای صرع با کاینیک اسید باعث کاهش فعالیت آنزیمهای آنتی اکسیدانی و افزایش سیتوکاینهای پیش التهابی میشود (14). همچنین یلگور[footnoteRef:35] و همکاران (2024) کاهش سطح سرمی SOD، کاتالاز[footnoteRef:36] ، گلوتاتیون احیا شده[footnoteRef:37] و مالون دی آلدئید[footnoteRef:38] را در بیماران مبتلا به صرع مقاوم به درمان گزارش کردند (4). در زمینه تشدید التهاب عصبی، سویترک[footnoteRef:39] و همکاران (2024) افزایش سطح سرمی پروتئینهای التهابی از جمله HMGB1 در بیماری صرع را گزارش کردند (5). در تبیین این یافتهها میتوان به نقش محوری HMGB1 اشاره کرد که از یک سو با فعال سازی مسیر TLR4/NF-kB/IL-1β یک چرخه معیوب التهابی را راهاندازی میکند، زیرا IL-1β با فعالسازی مجدد NF-kB ترشح سیتوکینهای پیش التهابی مانند IL-6، IL-1β و TNF-α را افزایش داده و تخریب نورونی را تشدید میکند. از سوی دیگر، HMGB1 از طریق تعامل با گیرنده RAGE و همچنین IL-1β، با تحریک گیرنده NMDA و افزایش غلظت کلسیم داخل سلولی، موجب بیشتحریکی و سمیت نورونی میشود (5). این فرآیندها نشان می‌دهند که التهاب سیستمیک و آسیب نورونی به طور هم‌افزا در پاتولوژی صرع مشارکت دارند. با این حال، مطالعات ناهمسو نیز وجود دارد؛ مارتینز[footnoteRef:40] و همکاران (2019) در یک مطالعه ایمونوهیستوشیمی روی دو مدل تشنج القاشده با تزریق داخل‌صفاقی کاینیک‌اسید و پنتیلن‌تترازول[footnoteRef:41]، بیان GPx، SOD و CAT را در هیپوکمپ ارزیابی کردند. رت‌های دریافت‌کننده کاینیک اسید در ۱، ۶، ۱۲، ۲۴ و ۴۸ ساعت پس از تزریق قربانی شدند و نتایج نشان داد تعداد سلول‌های ایمونوری‌اکتیو GPx به‌طور معناداری کاهش می‌یابد، در حالی‌که SOD در مدل KA بدون تغییر معنا‌دار باقی می‌ماند و CAT نیز عمدتاً در زمانهای دیرتر تغییر معنادار نشان میدهد (34). اما همانطور که وانگ[footnoteRef:42] و همکاران (2021) در یک مطالعه متاآنالایز تأیید کردند، ناهمگونی در پیشینه پژوهش ممکن است به عوامل متعددی از جمله روش‌های اندازه‌گیری، تفاوتهای نمونه (سن، جنس، BMI)، عادات غذایی، شرایط درمان، روش‌های آزمایشی مختلف، انواع تشنج و دوره‌های بالینی متفاوت بیماری نسبت داده شود (26). [33:  Pauletti]  [34:  Nesari]  [35:  Yilgor]  [36:  Catalase]  [37:  Reduced Glutathione]  [38:  Malondialdehyde]  [39:  Soytürk]  [40:  Martínez]  [41:  Pentylenetetrazol]  [42:  WANG] 

در مطالعه حاضر، 8 هفته تمرینات تداومی با شدت متوسط موجب افزایش فعالیت آنزیم GPX در هیپوکمپ شد، اما تأثیر معناداری بر فعالیت SOD نداشت. GPx نقش حیاتی در تجزیه پراکسید هیدروژن[footnoteRef:43] (H2O2) به آب و اکسیژن و همچنین سایر هیدروپراکسیدهای آلی دارد (15). پراکسید هیدروژن قادر به تولید رادیکال هیدروکسیل است که بسیار واکنش پذیر و مخرب است (16). چندین مطالعه متاآنالیز نشان دادهاند که فعالیت ورزشی باعث افزایش فعالیت آنزیم GPx میشود (16, 35, 36). همچنین تا جایی که بررسی شد، مطالعه‌ای که اثر MICT را به‌طور مشخص بر فعالیت GPx در صرع اندازه‌گیری کرده باشد، محدود است. عدم تغییر در فعالیت SOD می‌تواند نشان‌دهنده این باشد که این آنزیم در مدل صرع القاشده با کاینیک اسید به شدت تحت تأثیر قرار گرفته و یا ظرفیت سازگاری آن محدود است. از آنجایی که SOD اولین خط دفاعی در برابر رادیکال‌های سوپراکسید است و محصول آن پراکسید هیدروژن است، افزایش فعالیت GPx به تنهایی می‌تواند یک استراتژی تطبیقی کارآمد باشد (16). افزایش GPx تضمین می‌کند که پراکسید هیدروژن تولیدشده خواه توسط SOD باقی‌مانده یا مسیرهای دیگر، به طور مؤثری حذف شده و از تبدیل آن به رادیکال‌های هیدروکسیل بسیار مخرب جلوگیری می‌شود (11). اگرچه افزایش فعالیت آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی نشان‌دهنده اثرات مثبت ورزش است، اما عدم تغییر در فعالیت آنها لزوماً به معنای عدم تأثیر مفید ورزش نیست. ممکن است ورزش کارایی کاتالیزوری آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی را افزایش داده و به بدن اجازه دهد ظرفیت آنتی‌اکسیدانی مشابهی را حفظ کند در حالی که آنزیم‌های کمتری تولید می‌کند، که می‌تواند مربوط به تغییرات تطبیقی ​​​​ناشی از ورزش طولانی مدت باشد (16). [43:  Hydrogen Peroxide Decomposition] 

یافته کلیدی این مطالعه، کاهش معنا‌دار پروتئین HMGB1 در گروه MICT بود. همانطور که پیشتر اشاره شد؛ شواهد فزاینده‌ای نقش مهم ROS را در ترشح فعال و آزادسازی غیرفعال HMGB1 در سلول‌های ایمنی و غیرایمنی نشان دادهاند. به عنوان مثال، سکیگوچی[footnoteRef:44] و همکاران (2018) نشان دادند که پاکلیتاکسل موجب افزایش تجمع ROS و فسفریلاسیون مولکول‌های سیگنال‌دهنده  p38، پروتئین فعال‌شونده با میتوژن[footnoteRef:45] (MAPK1) و NF-kB می‌شود که در نهایت به ترشح HMGB1 از ماکروفاژها منجر می‌گردد (17). همچنین  ملانوسیت‌های طبیعی کشت‌شده‌ی انسان می‌توانند پس از تیمار با H2O2، HMGB1 را آزاد کنند. H2O2 از طریق فعال‌سازی مسیرهای MAPK و NF-κB باعث آزاد شدن HMGB1 در ماکروفاژها و مونوسیت‌ها می‌شود (18). باتوجه به افزایش فعالیت GPx درنتیجه تمرینات MICT، میتوان استنباط کرد که کاهش پروتئین HMGB1 احتمالاً به دنبال افزایش فعالیت GPx رخ داده است. در شرایط صرع، استرس اکسیداتیو باعث تثبیت فرم دی‌سولفید HMGB1 و آزادسازی آن به فضای خارج سلولی می‌شود. کاهش سطوحHMGB1  که در مطالعه حاضر مشاهده شد، می‌تواند یکی از مکانیسم‌های اصلی اثر محافظتی MICT باشد. این یافته با مطالعه دلیمارز[footnoteRef:46] و همکاران (2022) همسو است که نشان دادند فعالیت ورزشی هوازی با مهار مسیر NF-kB، التهاب عصبی را کاهش می‌دهد (25). به نظر می‌رسد MICT با کاهش این محرک التهابی اولیه، زنجیره‌ای از رویدادهای التهابی که منجر به استرس اکسیداتیو ثانویه و آسیب نورونی می‌شود را مختل می‌کند. [44:  Sekiguchi]  [45:  Mitogen-Activated Protein Kinase 1]  [46:  de Lima Rosa] 

در مقابل، بین دو گروه MICT و صرع، اختلاف معناداری در سطح پروتئین ضدالتهابی IL-10 مشاهده نشد که با یافتههای دلیماروزا و همکاران (2022) همسو است (25). این یافته می‌تواند چندین توضیح داشته باشد. اولاً، ممکن است شدت یا مدت پروتکل تمرینی استفاده‌شده برای القای یک پاسخ ضدالتهابی قوی که بتواند بر سطوح پایه IL-10 در هیپوکمپ صرعی غلبه کند، کافی نبوده باشد (37). ثانیاً، احتمال دارد که اثر ضدالتهابی MICT در این مدل، بیشتر از طریق مهار مسیرهای پیش‌التهابی، مانند مسیر  HMGB1/TLR4/NF-κB و تقویت سیستم آنتی اکسیدنی اعمال شود تا از طریق تقویت مسیرهای ضدالتهابی مانند IL-10. از سویی دیگر اُگونسویی[footnoteRef:47] و همکاران (2024) گزارش کردند که ورزش هوازی + کورکومین[footnoteRef:48] سطوح کاهش یافته IL-10 در هیپوکمپ و قشر رتهای صرعی را افزایش داد (38). از دلایل ناهمسویی میتوان گفت کورکومین به‌عنوان یک ترکیب پلی‌فنولی[footnoteRef:49] با اثرات ضدالتهابی-آنتی‌اکسیدانی، با مهار مسیرهای التهابی و کاهش استرس اکسیداتیو می‌تواند محیط التهابی را تعدیل کرده و در کنار ورزش، به‌صورت هم‌افزا موجب افزایش IL-10 شود (39). [47:  Ogunsuyi]  [48:   curcumin]  [49:  Phenolic groups] 

در نهایت، مشاهده کاهش پایدار شدت تشنج در گروه تحت تمرین، مهم‌ترین یافته عملکردی این پژوهش است. دلیمارز و همکاران (2022) در مطالعهای گزارش کردند فعالیت ورزشی هوازی چه به تنهایی چه همراه با داروهای ضد التهاب موجب کاهش شدت تشنج در رتهای مبتلا صرع شده است که با نتایج مطالعه حاضر همسو است (25). همچنین والنتینا[footnoteRef:50] و همکاران (2025) اثر دویدن داوطلبانه روی چرخ گردان را در موش‌های مبتلا به صرع القاشده با کاینیک‌اسید بررسی کردند. در این مطالعه، گروه اول ۵ هفته قبل از القای صرع و سپس ۶ هفته پس از آن به چرخ دسترسی داشت و گروه دوم از ۲۴ ساعت پس از القا به مدت ۱۰ هفته از چرخ استفاده کرد. نتایج نشان داد در گروه اول میانگین مدت تشنج کاهش یافت و در گروه دوم تعداد تشنج‌ها کاهش پیدا کرد که نشان دهنده آثار مطلوب فعالیت بدن بر تشنج است (40). این اثرات سودمند احتمالا از طریق کاهش التهاب عصبی و افزایش ظرفیت آنتی اکسیدانی است که منجر به کاهش تحریک پذیری عصبی، آسیب ساختمانی و عملکرد نورونها میشود (5). درمقابل، دِ لیما رزا[footnoteRef:51] و همکاران (2025) اثر تمرین ترکیبی هوازی–مقاومتی را به‌تنهایی و همراه با پردنیزولون[footnoteRef:52] در رت‌های مبتلا به صرع القاشده با پنتیلن‌تترازول (تزریق داخل‌صفاقی) طی 14 روز بررسی کردند وتفاوت معناداری در شدت تشنج بین گروه ورزش و گروه ساکن مشاهده نشد؛ که با یافته‌های مطالعه حاضر همسو نبود. این اختلاف احتمالاً به تفاوت‌های روش‌شناختی مربوط است؛ از جمله شدت، حجم و ماهیت تمرین و روش القای صرع. [50:  Valentina]  [51:  de Lima Rosa]  [52:  prednisolone] 

از محدودیتهای پژوهش حاضر میتوان به عدم کنترل رژیم غذایی، عدم استفاده از الکتروانسفالوگرافی[footnoteRef:53] جهت اندازه گیری دقیق تعداد و شدت تشنجها و عدم اندازه گیری دیگر متغییرهای تأثیر گذار در التهاب عصبی و استرساکسیداتیو در بیماری صرع اشاره کرد. پیشنهاد میشود در پژوهشهای آینده، اثر این مدل تمرینی به همراه رژیم غذایی کتوژنیک بر این متغییرها و سایر متغییرهای دخیل در التهاب عصبی و استرس اکسیداتیو مورد بررسی قرار گیرد. [53:  Electroencephalography] 

نتیجه گیری
تمرینات تداومی با شدت متوسط به عنوان یک روش کمکی، با تقویت سیستم آنتی اکسیدانی و سرکوب التهاب عصبی منجر به کاهش قابل توجه شدت تشنجها میشود. بنابراین ورزش منظم میتواند یک راهبرد ایمن، مؤثر و غیر دارویی برای کمک به مدیریت صرع باشد.
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