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Abstract

Introduction: Barrel cortex of rodents is responsible for sensory information processing from muzzle whiskers.
Locus coeruleus (LC) as the main source of norepinephrine (NE) in the cortex, is effective on the sensory information
processing.

Methods: Rats were divided to 2 groups. One group underwent sensory deprivation (P4) and the other group served
as control and did not undergo sensory deprivation. Response properties of the neurons were evaluated by extracellular
single unit recordings following a controlled mechanical deflection of the principal whisker (spared whisker), or before
the simultaneous deflection of principal and adjacent whiskers (trimmed whisker) were assessed. In the P4 group, all
whiskers on the left muzzle, except D2, were trimmed every other day for two months. In both groups, LC was
electrically stimulated 0, 50, 100, 200, 400 and 800 ms before controlled principal whisker deflection. Response
magnitude, latency and CTR index (lateral inhibition index) were assessed.

Results: In the P4 group, deflection of the principal whisker without LC electrical stimulation, increased the
response magnitude and CTR index, but decreased the response latency compared to the control group. The magnitude
of the response of neurons to the principal whisker deflection was significantly different between P4 and control groups,
in following of principal whisker deflection in times of LC stimulation showed significant difference only in 50 ms
subgroup. In both groups, pro-stimulation differences in CTR index and response latency remained unchanged after LC
stimulation.

Conclusion: Our data showed that electrical stimulation of LC following sensory deprivation modulates neuronal

response properties and changes their response pattern.
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1. Experience-Dependent Plasticity
2. Sensory deprivation
3. Critical Period
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2. Post Stimulus Time Histogram(PSTH)
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Abstract


Introduction: Barrel cortex of rodents is responsible for sensory information processing from muzzle whiskers. Locus coeruleus (LC) as the main source of norepinephrine (NE) in the cortex, is effective on the sensory information processing. 

Methods: Rats were divided to 2 groups. One group underwent sensory deprivation (P4) and the other group served as control and did not undergo sensory deprivation. Response properties of the neurons were evaluated by extracellular single unit recordings following a controlled mechanical deflection of the principal whisker (spared whisker), or before the simultaneous deflection of principal and adjacent whiskers (trimmed whisker) were assessed. In the P4 group, all whiskers on the left muzzle, except D2, were trimmed every other day for two months. In both groups, LC was electrically stimulated 0, 50, 100, 200, 400 and 800 ms before controlled principal whisker deflection. Response magnitude, latency and CTR index (lateral inhibition index) were assessed.

Results: In the P4 group, deflection of the principal whisker without LC electrical stimulation, increased the response magnitude and CTR index, but decreased the response latency compared to the control group. The magnitude of the response of neurons to the principal whisker deflection was significantly different between P4 and control groups, in following of principal whisker deflection in times of LC stimulation showed significant difference only in 50 ms subgroup. In both groups, pro-stimulation differences in CTR index and response latency remained unchanged after LC stimulation.

Conclusion: Our data showed that electrical stimulation of LC following sensory deprivation modulates neuronal response properties and changes their response pattern.

Key words: Barrel cortex, Sensory deprivation, Locus coeruleus nucleus, Rodents.
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اثر محرومیت حسی وتحریک الکتریکی هسته لوکوس سرولئوس برخصوصیات پاسخی نورون های لایه IV قشر بارل در موش صحرایی نر
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چكيده

مقدمه: قشر بارل در جوندگان مسئول دریافت و پردازش اطلاعات حسی از ویسکرهای پوزه حیوان می باشد. هسته لوکوس سرولئوس (LC) به عنوان منبع تولیدکننده نوراپی نفرین قشر مغز در پردازش اطلاعات حس تماس موثر می باشد. در این مطالعه اثر تحریک الکتریکی LC بر خصوصیات پاسخی نورونهای لایه 4 قشر بارل در موش صحرایی نر محروم از حس بررسی شد.

روش‌ها: ویژگی های پاسخی نورونها در گروه بدون محرومیت حسی(کنترل) و در گروه محروم از حس (P4) با ثبت تک واحدی خارج سلولی بدنبال خم کردن مکانیکی کنترل شده ویسکر اصلی (باقیمانده) یا قبل از جابجایی توام ویسکرهای اصلی وکناری (حذف شده) مورد ارزیابی قرار گرفت. در هر دو گروه LC در زمانهای (ms)50،100،200،400،800 ،0 قبل از جابجایی کنترل شده ویسکر اصلی تحریک الکتریکی می شد و اثر آن بر روی زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها، بزرگی پاسخ نورونها و نیز شاخص CTR (به عنوان شاخصی از مهار جانبی در قشر) مورد ارزیابی قرار گرفت.

يافته‌ها: نتایج نشان داد جابجایی مکانیکی ویسکر اصلی بدون تحریک الکتریکی LC در گروه P4 نسبت به گروه کنترل سبب کاهش زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها، افزایش بزرگی پاسخ نورونها و افزایش میزان شاخص CTR شده است. مقایسه بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی بین گروه P4 با گروه کنترل در زمانهای تحریک الکتریکی هسته LC نشان داد که فقط در زمان 50 میلی ثانیه اختلاف همانند زمان قبل از تحریک LC به سطح معنی داری رسیده است. همچنین در دو گروه اختلافی که ازقبل از تحریک LC در شاخص CTR و زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها وجود داشت در بعد از تحریک هسته LC نیزمشاهده گردید. 

نتيجه‌گيري: یافته های ما نشان می دهدکه تحریک الکتریکی LC به دنبال محرومیت حسی سبب تعدیل خصوصیات پاسخی نورونها و تغییر در الگوی پاسخ آنها می شود.



واژه‌هاي كليدي: قشربارل ،محرومیت حسی، لوکوس سرولئوس، موش صحرایی
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مقدمه[footnoteRef:3] [3: * نويسندة مسئول مكاتبات:                    vsheibani2@yahoo.co  وبگاه مجله:                                              www.phypha.ir/pp ] 


کورتکس حسی-پیکری در موش صحرایی وسایر جوندگان  یک نقشه سوماتوتروپیک دقیق به ازای هرويسكر روی صورت حیوان دارد که یک واحد آناتومیکی مجزایی به نام بارل کورتکس (Barrel Cortex ) را نمایان می سازد و توصیف سازمان دهی عملکردی دقیق و پردازش اطلاعات حسی مخابره شده از ويسكرها را امکان پذیر می سازد [4،18،26،27]. ويسكر اندام حسي حياتي در جوندگان بوده و نقش اساسي در تشخيص اشياء، درك عمق، شنا، كسب غذا و شكار، رفتار جنسي و خشم دارد [22،26]. يكي از مهمترين ويژگي های قشر بارل پلاستيسيته وابسته به تجربه[footnoteRef:4] نام دارد كه بمعني تغیير پاسخهاي ثبت شده از كورتكس به دنبال تغيير محيط و تغيير اطلاعات حسي (تغيير ورودي كورتكس) مي باشد [3،4]. به دنبال برداشتن يا حذف ويسكرها و ایجاد محرومیت حسی[footnoteRef:5] در نتيجه حذف قسمتی از اطلاعات حسي ورودی، الگوي پاسخ بارل ها دچار تغيير خواهد شد [5،6]. القاء شکل پذیری دارای دوره بحرانی[footnoteRef:6] می باشد. [4: . Experience-Dependent Plasticity ]  [5: . Sensory deprivation]  [6: . Critical Period] 


 در قشر بارل دوره بحرانی برای القاء شکل پذیری در لایه 4  تا روز چهارم پس از تولد است [6] و بر اساس بعضی مطالعات تا روز هفتم پس از تولد هم گزارش شده است [3،5]. سيستم هاي نورومدولاتوري از جمله سیستم نوراپی نفرین نقش تعديلي در پردازش اطلاعات حسی در كورتكس دارند ودر ايجاد پديده شکل پذیری وابسته به تجربه نقش اساسی دارد [7،10،13]. 

 (
شکل1-
 
 ستاره محل الکترود تحریکی جهت تحریک الکتریکی هسته  
LC
 را 
ن
شان می دهد. (رنگ آمیزی نیسل)
4V
: بطن چهارم.
*
4V
)هسته لوکوس سرولئوس [LC] به عنوان اصلي ترين منبع توليد نوراپي نفرين مغزاست كه با مناطق مختلف سيستم عصبي از جمله نئوكورتكس، هيپوكامپ، تالاموس ارتباط دارد [20،22]. نوراپی نفرین دروضعیت رفتاری، حس توجه، سیکل خواب و بیداری و اعمال شناختی نقش دارد [1،14]. تحریک الکتریکی فازیک هستهLC  به تنهایی(بدون محرومیت حسی) می تواند فعالیت نورونهای لایه 5 قشر بارل را تغییر دهد[13]. همچنین حذف نوراپی نفرین مغز به دنبال محرومیت حسی ویژگی پاسخهای نورونهای قشر بارل را تغییر میدهد [17]. مطالعات نشان دادند که تزریق ایونتوفوزریس نوراپی نفرین [NE] مشابه تحريك LC دارای دو اثر متضاد تسهیلی و مهاری روی نورونهای قشرحسي پیکری است [21،22].

در مطالعه ای دیگرموشهای های مورد آزمایش تحت محرومیت حسی (محرومیت حسی وابسته به تجربه) قرار گرفتند و تغییرات اندازه بارل ها توسط مصرف2-دی اکسی گلوکز (2-DG) اندازه گیری شد. در حالت عادی پس از ایجاد محرومیت حسی منطقه ای از قشر بارل مربوطه که  مصرف گلوکز را نشان می داد، گسترش پیدا می کرد، در حالی که پس از تخریب LC این افزایش معنی دار نبوده است [11]. 

مطالعه ای دیگر نشان داد که تحریک الکتریکی فازیک هسته LC ، باعث کاهش اندازه پاسخ نورون های لایهIV  قشر بارل در پاسخ به خم کردن ويسكر اصلی در موشهای معمولی (بدون محرومیت حسی) می شود [2]. 

حال با توجه به نقش مدولاتوری نوراپی نفرین در پردازش اطلاعات حسی، در این پژوهش، اثر تحریک الکتریکی فازیک هسته LC به عنوان تنها منبع نوراپی نفرین قشر مغز بر ویژگی های پاسخ نورونهای لایه 4 قشر بارل بدنبال محرومیت حسی مورد بررسی قرار گرفته است.

مواد و روشها

موش ها در شرایط 12 ساعت روشنایی و 12 ساعت تاریکی و حرارت 1±21 درجه سانتی گراد نگهداری می شدند و محدودیتی از نظر دسترسی به آب و غذا نداشتند. موشها به صورت تصادفی به 2 گروه تقسیم شده بودند:

الف)گروهP4 : در این گروه حیوانات در روز P4 (چهار روز بعد از تولد) به مدت 60 روز، بصورت یکروز در میان تمام ويسكرهای پوزه سمت چپ حیوان بجز ويسكرD2 با استفاده از یک موچین حذف می شد و بعد ازشصت روزگی بمدت 10-7روز به تمام ويسكر ها اجازه رشد مجدد داده می شد و سرانجام هر دو گروه آزمایش در سن 90-70روزگی (P70-P90) تحت آزمایشات ثبت خارج سلولی تک واحدی از ازنورونهای لایه 4  (
شکل2-
 مقایسه هیستوگرام تجمعی پاسخ نورون ها به تحریک ویسکر اصلی وکناری
 
بین گروه کنترل و گروه 
P4
. هرهیستوگرام تجمعی نشان دهنده پاسخ نورون ها به 40 بار تحریک ویسکر اصلی است.محور افقی نشان دهنده زمان برحسب میلی ثانیه است وزمان صفر، نشانگر لحظه شروع تحریک ویسکر است. محور عمودی در هردو نمودار مشابه و بر حسب 
Spike/Bin
 است.
)قشر بارل همراه با تحریک الکتریکی فاز یک هستهLC قرار  می گرفتند.

 (
***
) (
شکل3-
 اثر محرومیت حسی بر روی 
بزرگی پاسخ 
 نورونهای لایه 4 قشر بارل مغز در 
پاسخ به
 جابجایی ویسکر اصلی: اختلاف معنی دار در گروه 
P4
 نسبت به گروه کنترل
 
(
***
P<0.001
).کنترل :گروهی که ویسکر هایشان حذف نشده است.
 
 P4
: گروهی که در آنها حذف ویسکر ها از روز چهارم پس از تولد انجام شد. تمام نورونهای ثبت شده در لایه 4 قشر شبکه های 
D2
 قرار داشتند.
)ب)گروه کنترل (بدون محرومیت حسی): موشهای دست نخورده (بدون حذف ويسكر) که بعدازتولد تحت محرومیت حسی قرار نمی گرفتند و شرایط دیگرشان مثل گروه قبلی بود [17،16]. 

• ثبت تک واحدی خارج سلولی

جهت انجام ثبت خارج سلولي، حيوانات را ابتدا با یورتان[footnoteRef:7] ‏ ‏با دوز ‏‎2/1گرم درهرکیلوگرم‏ بيهوش كرده سپس حيوانات را ‏داخل دستگاه استريوتاكس قرار داده و درجه حرارت بدنشان توسط يك پتوي‏ حرارتي بين [1/0 ‏±‏ 37] درجه ‏سانتي‌گراد، کنترل   می شد. ناحيه جمجمه سمت راست به ابعاد 1 تا 4 ‏ميلي‌متر عقب‌تر از برگما و همچنين 4 تا 7 ميلي‌متر در جانب خط وسط برداشته مي‌شد تا سخت شامه كاملاً در ‏معرض ديد قرار بگيرد. با ارزيابي رفلكس‌هاي دم و پاي عقب سطح هوشياري مورد ارزيابي قرار مي‌گرفت و در ‏صورت سبك شدن بيهوشي، ده درصد دوز اوليه ماده بيهوشي تزريق مي‌شد. براي ثبت خارج سلولي از يك ‏ميكروالكترود فلزي استفاده مي‌شد. محل قرارگيري ميكروالكترود با استفاده از نقشه سوماتوتوپيكي ويسكر‌ها و بوسیله یک پروپ و گوش کردن به صدای فعالیت نورون ها، ویسکرD2 مشخص می شد. سپس با ‏استفاده از محلول گرم آگار 3 درصد كه در سالين حل شده بود سطح  قشر پوشيده مي‌شد. پس از آن ‏ميكروالكترود توسط يك ميكرومانيپولاتور در لايه ‏IV ‏ قشر حسي مربوط به ويسكر‏  D2( ارتفاع800 -450میکرومتر ) قرار مي گرفت. ‏اسپايك‌هاي برداشته شده توسط ميكرو الكترود پس از ده هزار بار تقويت و پالايش (1000-300هرتز) توسط ‏آمپلي‌فاير (‏DAM80‎‏ ساخت شركت ‏WPI‏ آمريكا) به ورودي دستگاه موج‌ بيز ‏‎(Window-Discriminator)‎‏ ‏منتقل مي‌شد و همزمان از طريق يك رابط به دستگاه مدار تأخيري ‏‎(Delay Line)‎‏ با زمان تأخير ‏‎10 میلی ثانیه، به ‏اسيلوسكوپ حافظه‌دار منتقل مي‌شد. معمولاً اسپايك‌هاي نوروني كه پس از مدت زمان حدود 15-10 دقيقه ‏پايدار باشند و نسبت سیگنال به نویز آنها 3 به یک باشد، توسط دستگاه موج‌بيز با تعريف يك پنجره ولتاژي از بقيه نورونها جدا مي‌شد. دستگاه موج‌ بيز به ازاء ‏هر اسپايكي كه در محدوده بين پنجره ولتاژي قرار بگيرد يك پالس مربعي توليد مي‌كند دستگاه موج بیز طوری تنظیم  شده بود كه می توانست با فرکانس10 کیلو هرتز به شمارش اسپایک بپردازد. از طرف دیگر همین پالس اسیلوسکوپ حافظه دار را فعال می کرد بدین ترتیب دستگاه مدار تاخیری و اسیلوسکوپ حافظه دار امکان مشاهده شکل اسپایک ایزوله شده را فراهم می ساخت. با استفاده از نرم افزار مربوطه پاسخ نورونها به خم شدن مکانیکی کنترل شده ويسكرها، بصورت هیستوگرامهای زمانی بعد از تحریک[footnoteRef:8] ثبت می گردید [13،16،17]. [7: . Urethane]  [8: . Post Stimulus Time Histogram(PSTH)] 


• جابجایی کنترل شده ویسکر ها

 (
*
) (
*
*
) (
شکل 5-
 
 
اختلاف معنی دار درمیزان 
CTR
 بین گروه کنترل با گروه 
P4
 (نمایش داده ها) به صورت میانگین 
±
 انحراف معیار است
 
(
**
P=0.01
). کنترل گروهی که ویسکر هایشان 
حذف 
نشده است. 
P4
: حیواناتی که ویسکر های آنان از روز
 
چهارم بعد از تولد حذف شده بود. تمام نورونهای ثبت شده در لایه 4 قشر شبکه های 
D2
 قرار داشتند.
)[image: ]برای خم نمودن مکانیکی کنترل شده ويسكر ها از دو بلندگو استفاده می شد. یک لوله شیشه ای نازک با قطر داخلی 69/0میلی متر، به مرکز هر بلند گو وصل شده و با اعمال ولتاژ مناسب به بلندگوها جابجایی با مشخصات ذیل در آنها ایجاد  می شد: زمان بالا رفتن ويسكر 5 میلی ثانیه، مدت زمان خم شدن 200میلی ثانیه، میزان خم شدن 500 میکرومتر، دفعات خم شدن40 مرتبه با فرکانس 5/0 هرتز. ويسكر ها در هنگام ثبت الکتروفیزیولوژی به فاصله 10میلی متر از سطح صورت کوتاه و نوک آنها داخل لوله ای شیشه ای قرار می گرفت [21]. پس از اتمام آزمايش براي اطمينان از ‏محل قرار گيري الكترودها در قشر بارل D2 به وسيله جريان الكتريكي (20 ميكرو آمپر 15 ثانيه ) ليژن[footnoteRef:9] داده مي شد سپس (پس از آنكه ثبت پارامترهاي فيزيولوژيك انجام شد) با روش رنگ آميزي سيتوکروم اکسيداز محل قرار گيري الکترود در لايه 4 قشر بارل D2  تاييد ميگردید ‏در صورت نبود الكترود در لايه مورد نظر، داده ها از بخش آناليز آماري حذف مي شدند [16].  [9: . Lesion] 


 (
شکل4-
 اثر محرومیت حسی بر زمان تاخیر
 
شروع پاسخ
 
نورونها در
 
پاسخ به
 جابجایی ویسکر اصلی:
*
 (ستاره) اختلاف معنی دار در زمان تاخیرشروع پاسخ نورونها بین گروه کنترل با گروه 
p4
 
در پاسخ به جابجایی ویسکر اصلی
(
P=0.04
). کنتر
ل:
 
گروهی که ویسکر هایشان حذف نشده است. 
P4
 :
 حیواناتی که ویسکر های آنان
 
 از روز چهارم بعد از تولد 
حذف 
شده بود . تمام نورونهای ثبت شده در لایه 4 قشر شبکه های 
D2
 قرار داشتند
)[image: ][image: ]برای تحریک هسته LC، الکترود تحریکی درسمت راست خط وسط، روی جمجمه سوراخی با قطر 1-2میلی متر در بالای هسته LC نسبت به صفحه اینتراورال با زاویه 18درجه و از عقب در هسته LC قرار میگرفت. این الکترود تحریکی از دو الکترود نازک درهم تابیده از جنس فولاد زنگ نزن که با لایه ای از تفلون پوشانده شده، تشکیل می شد (125/0میلی متر ،WPI). هسته LC بوسیله یک دستگاه استیمولاتور (365A،WPI) با 5 پالس 2/0 میلی ثانیه ای با شدت 300-100میکروآمپروفرکانس  100 هرتز تحریک می شد. بعد از اتمام آزمایشات با جریان مستقیم DC (30میکرو آمپر،20ثانیه) هسته  LCلیژن داده    می شد. سپس با تهیه برشهایی به ضخامت 80 میکرون و با استفاده رنگ آمیزی نیسل محل قرارگیری الکترود تحریکی در هسته LC مورد تایید قرارمی گرفت [13،25]. شکل[1].

با استفاده از نرم افزار مربوطه بزرگي پاسخ به جابجايي ويسكر ها به وسيله شمارش تعداد اسپايكها به ازاء هر تحريك (Spike/Stimulus) 25 ميلي ثانيه بعد از شروع جابجايي ويسكرها مورد محاسبه قرار ميگرفت. براي محاسبه زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر مربوطه، از هيستوگرام تأخيري (Latency histogram) استفاده مي‌شد بدين ترتيب كه زماني بعد از تحريك (اندازه bin برابر با يك ميلي ثانيه) كه بزرگي پاسخ از ميانگين فعاليت خودبخودي به اندازه دو انحراف معيار (standard deviation) بزرگتر بود، به عنوان زمان شروع پاسخ در نظر گرفته مي‌شد. برای محاسبه اثر تسهیلی یا مهاری ويسكر های اصلی و کناری بر یکدیگر ازCondition Test Ratio شاخص(CTR) استفاده می شد که به صورت زیر محاسبه می گردید [13،16،17].

 (
CTR
=
5-25ms
)PC
)
(25-45ms)
Aa
 + (5-25ms
)Pa
)PC= بزرگی پاسخ ويسكر اصلی در حالت جفتی در 25-5 میلی ثانیه بعد از جابجایی

Pa= بزرگی پاسخ ويسكراصلی به تنهایی در 25-5 میلی ثانیه بعد از جابجایی

Aa= بزرگی پاسخ ويسكرکناری به تنهایی در45-25 میلی ثانیه بعد از جابجایی

در صورتی که مقدار CTR از یک کمتر باشد، بعنوان اثر مهاری و اگر از یک بیشتر باشد، بعنوان تسهیل در پاسخ نورون در نظر گرفته می شد. از آزمونهای واریانس تکرار شونده و t-test و Paired t-test برحسب مفروضات در گروههای آزمایش استفاده شد. از نرم افزار SPSS11/5 جهت بررسی آماری استفاده گردید.P<0.05 بعنوان سطح معنی داری در نظر گرفته می شد [13،16،17]. 

یافته ها

به دنبال ایجاد محرومیت حسی با استفاده از جابجایی کنترل شده ويسكرها، اثر تحریک الکتریکی هسته LC بر روی خصوصیات پاسخ نورونهای لایه 4 قشربارل مورد ارزیابی قرار گرفتند. 

1- اثر محرومیت حسی بر بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی کنترل شده ويسكر اصلی 

در شکل2 بزرگی پاسخ نورونها در گروه P4 در مقایسه با گروه کنترل بصورت هیستوگرام تجمعی اطراف تحریک (Population Peri-Stimulus Time Histogram) نشان داده شده است. نمودار 3 نشان می دهد که در گروه P4  درمقایسه با گروه کنترل حذف ويسكر ها سبب افزایش قابل توجه در بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی (ویسکر باقی مانده ) (t-test,P=0.001) شده است. 

2- اثر محرومیت حسی بر زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها در پاسخ به جابجایی کنترل شده ويسكر اصلی 

شکل 4 نشان می دهد که محرومیت حسی در گروه P4    در مقایسه با گروه کنترل سبب کاهش معنی دار در زمان تاخیر شروع پاسخ ( Latency) به جابجایی کنترل شده ويسكر اصلی  شده است (t-test,P=0.048). 

3- اثر محرومیت حسی برCTR  نورونهای لایه 4 قشر بارل به جابجایی توام سبیل اصلی

شکل 5 نشان می دهد که محرومیت حسی سبب افزایش معنی دار  در میزانCTR  در گروه P4 نسبت به گروه کنترل شده است.  (t-test,P=0.01) 

4- اثر تحریک الکتریکی هسته LC متعاقب محرومیت حسی بر بزرگی پاسخ نورونهای لایه 4  قشر بارل به جابجایی کنترل شده ویسکر اصلی  

همانطور که در شکل6 نشان داده شده است، مقایسه داخل گروهی بزرگی پاسخ نورونها در گروه کنترل و P4 به جابجایی ویسکر اصلی با استفاده از آنالیز آماری repeated measure ANOVA(RMA) همراه با آزمون paired t-test  نشان     می دهد که در گروه کنترل به دنبال تحریک الکتریکی هسته LC بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی از زمان50 میلی ثانیه به بعد شروع به افزایش کرده که این افزایش در زمانهای 400،100،200 میلی ثانیه بعد از تحریک LC به سطح معنی داری رسیده است.

[ F(6,84)=3.016,P=0.03Followed with paired t-test,P<0.05)] 

در گروه P4 بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی دارای روند کاهشی بوده که این کاهش فقط درزمان صفر میلی ثانیه به سطح معنی داری رسیده است.

[F(4.493,80.850)=2.649, P=0.018Followed with t-test, P<0.05)].

مقایسه بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی بین گروه P4 باگروه کنترل درهر زمان ثابت از تحریک الکتریکی هسته LC نشان داد که فقط در زمان50 میلی ثانیه اختلاف همانند زمان قبل از تحریک LC به سطح معنی داری رسیده است. در حالی که در سایر زمانها (0،100،200،400) میلی ثانیه، تحریک الکتریکی LC باعث شده است که اختلاف بزرگی پاسخ به جابجایی ویسکر اصلی به مقدار حداقل خودش رسیده و اختلاف معنی داری مشاهده نشده است ( t-test,P<0.05). 

5- اثر تحریک الکتریکی هسته LC متعاقب محرومیت حسی بر زمان تاخیر شروع پاسخ نورونهای لایه 4  قشر بارل به جابجایی کنترل شده ویسکر اصلی  

همانطور که درشکل7 نشان داده شده است، مقایسه داخل گروهی زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها درگروه کنترل وP4 به جابجایی ویسکر اصلی با استفاده از آنالیز آماری repeated measure ANOVA(RMA) همراه با آزمون paired t-test نشان می دهد که در گروه کنترل تحریک الکتریکی هسته LC، سبب روند افزایشی در زمان تاخیر شروع پاسخ نورونهای لایه 4  به جابجایی ويسكر اصلی شده است که این افزایش در زمان 400 میلی ثانیه بعد از تحریک الکتریکی هسته LC معنی دار بوده است.

with Paired t-test, P<0.05)]

F (3.646, 127.611) =1.995, P=0.05 Followed 
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[F (3.063, 52.07) =1.373, P=0.05 Followed with Paired t-test, P>0.05)]
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 مقایسه 
داخل 
گروهی و
 
بین گروهی اثر تحریک الکتریکی هسته 
LC
 
متعاقب محرومیت حسی بر
 
بزرگی پاسخ نورونهای لایه 4  قشر بارل به جابجایی ویسکر
 
اصلی در گروههای
 
کنترل و
P4
: (
*
)
 
اختلاف معنی دار در
 
داخل گروه
 
کنترل
 در
 
پاسخ به جابجایی ویسکر اصلی در زمانی 100،200،400 میلی ثانیه. (
#
)
 
اختلاف معنی دار
 
در داخل گروه 
P4
 
در بازه زمانی صفر میلی ثانیه در
 
پاسخ به جابجایی ویسکر اصلی
.
 (
¥
)
 
اختلاف معنی دار
 
در گروه 
P4
 نسبت به کنترل درپاسخ به جابجایی ویسکر اصلی در زمان 50 میلی ثانیه. 
(P<0.05)
.
 کنترل: گروهی که ویسکر هایشان حذف نشده است.
 
 P4
: حیواناتی که ویسکر های آنان از روزچهارم بعد از تولد حذف شده بود.
)مقایسه زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی بین گروه P4 با گروه کنترل درهر زمان ثابت از تحریک الکتریکی هسته LC نشان داد که در تمامی زمانهای تحریک LC (800-0) میلی ثانیه اختلاف معنی دار همانند زمان قبل از تحریک LC مشاهده می گردد و تغییری در روند کلی آن مشاهده نشده است واختلافی که از قبل وجود داشته است همچنان وجود دارد  ( t-test, P<0.05). 

6- اثر تحریک الکتریکی هسته LC متعاقب محرومیت حسی بر میزان CTR نورونهای لایه 4  قشر بارل به جابجایی کنترل شده توام ویسکرها  

همانطور که درشکل 8 نشان داده شده است، مقایسه داخل گروهی CTR درگروه کنترل وP4 به جابجایی توام ویسکر ها (اصلی وکناری) با استفاده از آنالیز آماریrepeated measure ANOVA(RMA) همراه با آزمون paired t-test نشان     می دهد که درگروه کنترل تحریک الکتریکی هسته LC سبب اختلاف معنی داری نسبت به حالت بدون تحریک LC نشده است

[F (3.315, 134.989) =1.595 P=0.1 4 Followed with paired t-test, P>0.05)].

همچنین در گروه P4 تحریک الکتریکی هسته LC سبب افزایش معنی دار میزان CTR در زمان 50 میلی ثانیه بعد از شروع تحریک شده است.

[F (2.680, 322.939) =3.630 P=0.05 Followed with paired t-test, P<0.05)]. 

مقایسه شاخص CTR به جابجایی ويسكر اصلی بین گروه P4 با گروه کنترل در هر زمان ثابت از تحریک الکتریکی هسته LC نشان داد که در زمانهای صفر و 50 و 100 و 200 و 400 میلی ثانیه همانند زمان قبل از تحریک LC اختلاف معنی دار مشاهده می گردد و تغییری در روند شاخص CTR مشاهده نشده است و اختلافی که از قبل وجود داشته است همچنان وجود دارد ( t-test,P<0.05).

بحث

 (
*
4V
#
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
#
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
#
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
#
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
 
#
*
V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
*
4V
) (
شکل7-
 
مقایسه داخل گروهی وبین گروهی اثر تحریک الکتریکی هسته 
LC
 
متعاقب محرومیت حسی بر
 
زمان
 تاخیر شروع پاسخ نورونهای لایه 4  قشر بارل به جابجایی ویسکر
 
اصلی در گروههای
 
کنترل و
 
P4
 :(
*
)
 
اختلاف
 معنی دار
 
زمان تاخیر شروع پاسخ نورونهای لایه
 
4 
 
قشر بارل در
 
گروه
 
P4
 نسبت به گروه کنترل درپاسخ به جابجایی ویسکر اصلی،
 
در بازه زمانی(800-0
)
 
میلی ثانیه. (
#
)
 
اختلاف معنی دار در
 
داخل گروه کنترل در
زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها
 
در
 
زمان 400میلی ثانیه بعد از تحریک 
LC
 
 در
 
جابجایی ویسکر
 
اصلی (
P<0.05
)
.کنترل: گروهی که ویسکر هایشان حذف نشده است.
 
P4
: حیواناتی که ویسکر های آنان از روز، چهارم بعد از تولد حذف شده بود
)در این مطالعه اثر تحریک الکتریکی هسته LC برخصوصیات پاسخی نورونهای لایه 4 قشر بارل بدنبال ایجاد محرومیت حسی وابسته به تجربه مورد بررسی قرار گرفت. محرومیت حسی سبب شد تا بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ويسكر اصلی افزایش یابد. همچنین زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها (Latency) در گروه محرومیت حسی (P4) کاهش نشان داد و نیز میزان CTR (به عنوان شاخص مهار جانبی) در این گروه نسبت به گروه کنترل افزایش یافت. تحریک الکتریکی هسته LC در داخل گروه کنترل سبب افزایش بزرگی پاسخ نورونها شده است که در زمانهای 100،200،400میلی ثانیه اختلاف  معنی دار شده است، همچنین درداخل گروه P4 محرومیت حسی بهمراه تحریک الکتریکی فازیک هسته LC سبب کاهش بزرگی پاسخ نورونها شده است که این کاهش فقط در زمان صفر میلی ثانیه معنی دار شده است. بعلاوه، تحریک الکتریکی هسته LC درگروه P4 در مقایسه با گروه کنترل نشان داد که فقط در زمان 50 میلی ثانیه اختلاف همانند زمان قبل از تحریک LC به سطح معنی داری رسیده است، در حالی که در سایر زمانها (0،100،200،400) میلی ثانیه، تحریک الکتریکی LC باعث شده است که اختلاف بزرگی پاسخ به جابجایی ویسکر اصلی به مقدار حداقل خودش رسیده واختلاف معنی داری مشاهده نشده است. همچنین میزان CTR را نیز در گروه P4 دربازه زمانی 50 میلی ثانیه کنترل افزایش معنی داری یافته است. در حالت طبیعی جهت افزایش حس توجه وتمرکز (focus) روی عوامل محرک درمحیط اطراف باید بزرگی پاسخ نورونها یعنی میدان دریافتی در قشر مغز (receptive field) بزرگتر شود که از طریق کاهش در مهار جانبی ( افزایش در CTR) و کاهش زمان تاخیر پاسخ نورونها انجام می گردد.  بنابراین تحریک الکتریکی هسته LC سبب افزایش میدان  (
*
)دریافتی نورونها، افزایش حس توجه وحالت هوشیاری (Alerting) و دقت در انجام کارهایی که نیاز به تمرکز بیشتری دارد در موش صحرایی می شود [1،10،12]. این یافته ها نشان می دهد که LC در تعدیل خصوصیات پاسخی نورونها و الگوی پاسخ آنها موثر می باشد. Fox و همکارانش نشان دادند که در اثر حذف ويسكر ها (محرومیت حسی) و باقی گذاشتن یکی سبب تقویت بزرگی پاسخ نورون های لایه 4 قشر بارل می شود که این بیشتر محدود به هفته اول بعد از تولد می باشد [4]. در مطالعه ما نیز در گروه محرومیت حسی (P4) افزایش بزرگی پاسخ در سبیل اصلی نسبت به گروه کنترل مشاهده گردیده است. لوین و همکارانش نشان دادند که پس از القاء محرومیت حسی و باقی گذاشتن یک ويسكر (spare شده) میزان مصرف گلوکز در بارل باقی مانده به عنوان شاخص فعالیت نورون ها افزایش می یابد [11].

 (
شکل8-
 مقایسه داخل گروهی و بین گروهی اثر تحریک الکتریکی هسته 
LC
 متعاقب محرومیت حسی بر
CTR 
 نورونهای لایه 4 قشر بارل به جابجایی 
توام ویسکرها 
در گروههای کنترل و
 
P4
 
.
 (
*
)
 
اختلاف معنی دار در
گروه
 
P4
 در بازه زمانی
0،50،100،200،400 
میلی ثانیه نسبت به گروه کنترل. 
(
#
)
 
اختلاف درداخل گروه 
P4
 در
 
زمان 50 میلی ثانیه نسبت به حالت بدون تحریک 
LC
 (
درتمام موارد
 P<0.05
).کنترل 
:
گروهی که ویسکر هایشان حذف نشده است. 
P4
: حیواناتی که ویسکر های آنان از روز
 
چهارم بعد از تولد حذف شده بود
.
) شمسی زاده و همکارانش نشان دادند حذف ويسكر ها در روزهای اول، پنجم و هشتم بعد از تولد سبب افزایش بزرگی پاسخ نورونهای لایه 4 قشر بارل و افزایش میزانCTR  در ويسكر اصلی می شود [16]. در مطالعه ما نیز مشخص شده که حذف ويسكر ها (P4) باعث افزایش در بزرگی پاسخ نورونها لایه 4 قشر بارل و افزایش شاخص CTR به جابجایی ويسكر اصلی می شود.  مکانیسم دقیق این افزایش  (
*
) (
#*
) (
*
) (
*
)بزرگی پاسخ نورونها  بدنبال ایجاد محرومیت حسی مشخص نیست. یکی از این مکانیسم ها کاهش در مهار جانبی دراثر حذف ويسكر ها مطرح می باشد. به نظر می رسد که مهار پاسخ به ويسكر های حذف شده منشآ قشری داشته و مدارهای موضعی در آن نقش داشته باشند [8،9،19]. و از طرفی بیشتر مدارهای مهاری در قشر بارل ازطریق گیرنده های گابا وساطت می شوند به طوری که مهار گیرنده های GABA باعث افزایش میدان دریافتی تحریکی در قشر بارل می شود و از طرفی دیگر استفاده از آگونیست های گابا ازکاهش بزرگی پاسخ نورونها به ويسكر حذف شده و افزایش بزرگی پاسخ به ويسكر اصلی جلوگیری می کند[8]. 

جهت اثر تحریک الکتریکی هسته LC بر روی خصوصیات نورونهای قشربارل، در مطالعه ای که توسط متقی و همکارانش انجام شد، مشخص گردید که تحریک الکتریکی فاز یک هسته LC به تنهایی (بدون ایجاد محرومیت حسی و حذف کردن ویسکرها) سبب کاهش زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها، افزایش بزرگی پاسخ نورونها وکاهش میزان CTR در نورونهای لایهV قشر بارل شده است [13]. در مطالعه ما نیز در گروه کنترل، تحریک الکتریکی هسته LC سبب افزایش بزرگی پاسخ نورونها شده است ولی زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها افزایش یافته است شاید به این دلیل که نورونها ما از لایه 4 قشر بارل ثبت گرفته شده بودند این اختلاف در زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها مشاهده شده است. همچنین عرب زاده و همکاران نشان دادند که حذف نوراپی نفرین مغز به دنبال القاء محرومیت حسی مانع از ایجاد شکل پذیری و تغییر در خصوصیات پاسخی نورونهای قشر بارل می شود [17]. در مطالعه ما مشخص شد که تحریک الکتریکی هسته LC (منبع تولید کننده نوراپی نفرین مغز) به دنبال محرومیت حسی (حذف ویسکرها) سبب ایجاد تغییردر الگوی پاسخی نورونها شده است. به این صورت که در بازه های زمانی مختلف تحریک الکتریکی هسته LC (0،50،100،200،400،800میلی ثانیه) سبب افزایش بزرگی پاسخ نورونها وکاهش زمان تاخیر شروع پاسخ نورونها و افزایش میزان CTR شده است.  مطالعات نشان داده که تحریک الکتریکی فاز یک هسته LC 50 میلی ثانیه بعد از جابجایی ویسکر اصلی (بدون محرومیت حسی)، باعث کاهش اندازه پاسخ نورون های لایه چهارم قشر بارل در پاسخ به خم کردن ويسكر اصلی می شود [2]. در صورتی که در مطالعه ما در گروه کنترل افزایش پاسخ در زمانهای 100،200،400میلی ثانیه مشاهده گردید. شاید تفاوت مربوط به شاخصهای زمان اندازه گیری پاسخ نورونها بوده است که در مطالعه قبلی ده میلی ثانیه اول بعد از شروع تحریک لحاظ شده است. درحالی که در مطالعه فعلی ما زمان اندازه گیری پاسخ نورونها 5-25 میلی ثانیه اول بعد از شروع تحریک محاسبه شده است. در مطالعات مختلف نشان داده شده است که تحریک LC تاثیرات متفاوتی را بر لایه های قشر اعمال می کنند که این اثرات می توانند ناشی از پروجکشن های متفاوت این هسته به لایه های مختلف قشر بارل و یا در اثر انواع گوناگون گیرنده های نور آدرنرژیک در این لایه ها باشد [12،20،23].Sato و همکاران نشان دادندکه تحریک فاریک LC باعث تسهیل و تضعیف پاسخ نورونها در قشر بینایی گربه می شود. اثرات تضعیفی در لایه های دو، سه و چهار غالب بوده در صورتی که اثرات تسهیلی در لایه 5 و 6 مشاهده می شود [15]. در مطالعه دیگری که توسط Lecas و همکارانش ارائه گردید، مشخص شد که تحریک فاز یک هسته LC سبب تسهیل بزرگی پاسخ نورون ها در قشر حس پیکری مربوط به پای جلویی موش صحرایی می گردد، بعلاوه زمان تاخیر پاسخ نورونها به تحریک پای جلویی کاهش می یابد [10].

 در مطالعه ما نیز در داخل گروه مربوط به محرومیت حسی (P4) نسبت به گروه کنترل در بعضی از زمانها، تحریک الکتریکی هسته LC سبب افزایش بزرگی پاسخ نورونهای لایه 4 قشر بارل شده است ولی اثر معنی داری برزمان تاخیر شروع پاسخ نورونها نداشته است. در مطالعه ما اختلاف بزرگی پاسخ نورونها به جابجایی ویسکر اصلی در هر زمان ثابت از تحریک الکتریکی LC در گروه محرومیت حسی نسبت به گروه کنترل در مقایسه با قبل از تحریک به حداقل خود رسیده است که این احتمالامی تواند ناشی از فعال شدن گیرنده های NE در قشر مغز و تداخل اثر آن با مسیرهای تالاموکورتیکال باشدکه البته این فرض نیاز به تحقیق بیشتری دارد. تزریق ایونتوفورزیس، مشابه تحریک الکتریکی هسته LC دارای دو اثر متضاد تحریکی و مهاری می باشد [23]. علت این تفاوت پاسخ ممکن است در فعال شدن گیرنده های متفاوت آدرنرژیک باشد. به این صورت که فعالیت α-رسپتورها منجر به تسهیل درپاسخ می شود و فعال شدن β-رسپتور سبب پاسخ مهاری می گردد [12،23،24].از طرفی مطالعات نشان می دهد که در مهار جانبی رسپتور گابا نقش دارد [10،11]. بین گابا و نوراپی نفرین اثر متقابل در قشر وجود دارد [8]. نوراپی نفرین با استفاده از α-رسپتورها مهار پاسخ ایجادشده توسط گابا راکاهش می دهد [8،9]. در مطالعه ما در داخل گروه کنترل به دنبال تحریک الکتریکی هسته LC بزرگی پاسخ نورونها افزایش یافته وتغییری در روند شاخص CTR مشاهده نشده است و اختلافی که از قبل وجود داشته است همچنان وجود دارد. بنابراین به نظرمی رسد که بیشتر مدارهای تحریکی تحت تاثیر قرار گرفته اند. با توجه به ارتباط هسته LC با نواحی و ساختارهای زیر قشرمثل تالاموس وهسته تری ژمینال این احتمال وجود دارد که این نواحی روی اثرات تحریک هسته LC موثر بوده که نیاز به مطالعات بیشتری در آینده دارد. بنابراین بطورکلی مطالعه ما نشان داد که تحریک الکتریکی هسته لوکوس سرولئوس به دنبال محرومیت حسی سبب ایجاد اثرات مدولاتوری بر روی خصوصیات پاسخی نورونهای لایه 4 قشر بارل می شود. 

سپاسگزاری

یافته این پژوهش با حمایت مالی مرکز تحقیقات علوم اعصاب کرمان صورت پذیرفته است. از همکاری این مرکز نهایت تشکر و قدردانی بعمل می آید.
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