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3/11/94: پذیرش مقاله29/9/94: دریافت مقاله
 جسم مخطط منجر به کندي حرکات، سفتی عضلانی و لرزش در هنگـام اسـتراحت               در بیماري پارکینسون کاهش دوپامین در       :مقدمه

اخلاقـی، مزایـاي     به دلیل دسترسی آسان، ظرفیت تمایزي بالا و به همراه نداشتن مـشکلات             (ADSC)هاي بنیادي چربی    سلول. می گردد 
هاي مـدل پارکینـسونی مـورد بررسـی        ل حرکتی موش  بر اختلا  ADSCهاي  در این مطالعه اثر پیوند سلول     . درمانی دارند بسیاري در سلول  

.قرار گرفت
   مدل پارکینسونی با تزریق یک طرفۀ       :هامواد و روشµg20   6نوروتوکسین-OHDA    هاي صحرایی نـر نـژاد      در جسم مخطط موش

سلول به همـراه  3×106رتیبموش هاي آسیب دیده اي بودند که به آنها به ت   MEM -αگروه هاي سلول و     ). گروه آسیب (ویستار ایجاد شد    
پـس    8و 4میزان بهبود حرکتی حیوانات با روش روتارود و چرخش هاي ناشی از آپومورفین در هفته هاي                 . محیط کشت و محیط تزریق شد     

.از پیوند سلول ارزیابی شد
 هاي آسیب و    به تدریج بر تعداد چرخش خلاف جهت آسیب در گروه         :هایافتهα-MEM    گروه تزریق سلول از تعـداد       افزوده شد و در

هـاي خـلاف جهـت      بعد از پیوند اختلاف معنی داري در تعداد چرخش         8چرخش خلاف جهت آسیب به طور معناداري کاسته شد، در هفته            
مدت زمان ماندن روي میله در حال چرخش روتارود در گروه آسیب کـاهش معنـاداري                . آسیب بین گروه سلول با گروه آسیب مشاهده شد        

.قایسه با گروه کنترل نشان داد و در گروه سلول افزایش معناداري در مقایسه با گروه آسیب نشان داددر م
   پیوند داخل وریدي سلول هاي بنیادي چربی به طور قابل توجهی اختلال حرکتی را در موش هاي مـدل                   :گیريبحث و نتیجه

.بخشدپارکینسونی بهبود می
نفینیادي بافت چربی، بیماري پارکینسون، اختلال حرکتی، روتارود، چرخش ناشی آپومورسلول هاي ب: هاي کلیديواژه.

چکیده
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مقدمه
بیمــاري پارکینــسون یــک بیمــاري مــزمن تخریــب  

. کنـد نورونی است که سیستم دوپامینرژیـک را متـأثر مـی      
این بیماري اولین بار توسـط جیمـز پارکینـسون در سـال             

ور عمـده بخـش     ایـن بیمـاري بـه ط ـ      . توصیف شد  1817
نامگـذاري  A9منطقه  متراکم جسم سیاه را که  به عنوان         

این بخش از مغـز خروجـی هـایی بـه           . کندشده، متأثر می  
فرســتد و سیــستم  هــاي دم دار و پوتــامن مــی  هــسته

بنــابراین تخریــب در ایــن مــسیر . مزواســتریاتال نــام دارد
گردد و  اي می هاي قاعده موجب قطع عملکردي مدار هسته    

فیزیکی بیمـاري پارکینـسون ماننـد بـرادي          هن نشان چندی
در . )1(کنـد کینزي، رعشه و سفتی عضلات را ایجـاد مـی         

میان نوروتوکسین هاي استفاده شده بـراي القـاء تخریـب           
ــک،  ــورون دوپامینرژیـ ــامین -6نـ ــسی دوپـ -6(هیدروکـ

OHDA(  ،1-  تتراهیدروپیریـدین   6،3،2،1فنیل  -4متیل
)MPTP ( ٌو اخیــراparaquate وrotenone بیــشترین

OHDA-6از آنجـا کـه      . توجه را به خود جلب کرده انـد       

مغزي عبورکنـد، بایـد بـه وسـیله          -تواند از سد خونی   نمی
جسم ، یاMFBاستریوتاکسیک و موضعی در جسم سیاه،

ــود  م ــق ش ــط تزری ــک   -6. خط ــامین ی ــسی دوپ هیدروک
هـاي کـاتکول    نوروتوکسین است که به طور انتخابی نورون      

بـه صـورت یـک      آمینرژیک را تخریب می کنـد و معمـولاً        
مزیت استفاده از ایـن نوروتوکـسین       . طرفه تزریق می شود   

براي ایجاد مدل این است که امکان ارزیابی آسانتر نقـایص      
ایی کـه بـراي آزمـودن براسـاس     حرکتی به وسیله تست ه   

یک سمت استفاده می شوند همانند تست هاي چرخـشی          
بخـودي را   القاء شده توسط دارو و تست هاي حرکتی خود        

تـرین نوروتوکـسین    ، و بنابراین مناسـب    )2(کندفراهم می 
تجـویز  . دل حرکتی بیماري پارکینسون است    براي ایجاد م  
L-DOPA          و درمان جراحی مانند تحریک مغزي عمیـق

هاي اثرگذار براي بیمـاري پارکینـسون بـه    به عنوان درمان 
هاي درمانی فوق مسیر    با این حال روش   . شوندکار برده می  

ده و از تخریـب بیـشتر آن نیـز          دوپامینرژیک را ترمیم نکر   
جلوگیري نمی کنند، در نتیجه سـلول درمـانی بـه عنـوان         
یک گزینه درمانی امیدوارکننده براي بیماري پارکینـسون        

بـه  (MSCs) هـاي بنیـادي مزانـشیمی   سلول. )3(است
دلیل دسترسـی آسـان، ظرفیـت تکثیـر بـالا و بـه همـراه                

-اخلاقی، مزایـاي بـسیاري بـراي سـلول         نداشتن مشکلات 

این سلول ها از مغز اسـتخوان، بافـت         . )5،4(درمانی دارند 
چربی، خون محیطی، پالپ دندانی، آمنیون، جفت، بندناف        

به منظـور تـرمیم     . )6(ف استخراج می شوند   و خون بند نا   
درمانی مورد توجه علم پزشـکی      ها، روش سلول    اغلب بافت 

هاي یک سلول بنیادي ایـده      ویژگیاز جمله   . ترمیمی است 
آل براي سلول درمانی دسترسـی بـه تعـداد زیـاد سـلول،              

اري سهولت استخراج با کمترین درد و آسیب بافتی، برخود 
از قابلیت تکثیر و تمایز بالا و امکـان پیونـد اتوژنیـک و یـا              

. )7(آلوژنیک بدون نگرانی از رد پیوند بـراي درمـان اسـت    
هــا، ســلولهاي بنیــادي چربــی     BMSCبــرخلاف 

(ADSCs)وانند به تعداد زیاد و با خطر پـایین تـر   می ت
مـی تواننـد بـه آسـانی         ADSCسـلولهاي   . به دست آیند  

استخراج شوند و توانایی گسترش سریع دارند، درحالی که         
بافـت چربـی در    . پتانسیل تمایزي شان را حفظ می کننـد       

گرم ظرفیت تولید تعـداد زیـادتر سـلولهاي بنیـادي را            هر
).8،9(ند ناف داردنسبت به مغز استخوان یا ب

هـاي بنیـادي مـشتق از چربـی         گزارش شده که سلول   
ــه ــایتوکینمجموع ــامل  اي از س ــد ش ــاي رش ــا و فاکتوره ه
BDNF  ،GDNF   وNGF          را ترشح می کننـد، کـه ایـن

فاکتورهاي رشد اثرات محافظت نـورونی و نوروتروفیـک بـر            
BMSC. )6(هاي دوپامینرژیـک اعمـال مـی کننـد          نورون

هـاي صـحرایی    هاي پیونـد شـده در جـسم مخطـط مـوش           
پارکینسونی به طور قابل توجهی رفتار آنها را بهبود بخـشید           

)10( .BMSC      هـا نیـز   هاي پیوند شده در وریدها یا شریان
به وسیله جریان خون به بافت آسیب دیده مهاجرت کردنـد           

هایی که مـستقیماٌ در بطـن      BMSC، در حالی که     )11،3(
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ه مغزي، یا فضاي ساب آراکنوئید تزرریق شدند نیز به وسـیل          
نخاعی به بافت آسـیب دیـده مهـاجرت          - جریان مایع مغزي  

در این مطالعه بـا توجـه بـه اینکـه تزریـق             . )13،12(کردند  
- داخل وریدي کم خطر ترین و آسان ترین روش تزریق می          

باشد و نیز با توجـه بـه        نمیباشد و نیاز به عمل جراحی نیز        
، تجویز داخل وریدي ایـن      ADSCsظت نورونی   نقش محاف 

هـاي صـحرایی    ها و تأثیر آن بر بهبود حرکتـی مـوش         سلول
.مدل پارکینسونی مورد بررسی قرار می گیرد

هامواد و روش
هاي بنیادي چربیکشت سلولاستخراج و

هـاي  بافت چربی از ناحیه فاصله بـین دو کتـف،  مـوش            
جـدا شـد و در پتـري        هفتـه اي     8صحرایی ماده نژاد ویستار     

در زیر هـود لامینـار، بافـت        . قرار داده شد   PBSدیش حاوي   
چربی به وسیله تیغ جراحی مخصوص مورد هضم مکـانیکی و           

مـورد  )Gibco,17100-01(2%سپس توسط آنزیم کلاژنـاز   
هاي بنیادي بـر اسـاس      سلول. )14(هضم شیمیایی قرار گرفت   

هاي جدا  خاصیت چسبندگی به پلاستیک جدا شده و   سلول         
محتواي سرم جنین گاوي      α-MEMشده در محیط کشت     

کــشت % Gibco (1(استرپتومایــسین / و پنــی ســیلین% 10
%5محتـواي  C°37داده شدند و در داخل انکوباتور با دمـاي 

CO2  سـاعت یـک بـار تعـویض مـدیوم           48هـر   . گرفتقرار
رسـید پاسـاژ    % 80صورت گرفت و زمانی که تراکم سلولی به         

هـا بـه کمـک      سلولی صورت گرفت به این صورت که  سـلول         
درصــد EDTA02/0 و% 25/0انکوباســیون بــا تریپــسین 

)Merk  ( دقیقــه در دمــاي3- 4بــه مــدتC°37 از کــف
سلول در میلی لیتر     4×105فلاسک جدا شدند و سپس تعداد       

.)15(دوباره کشت داده شدند 
ایجاد مدل پارکینسونی به وسیله تزریق یک طرفۀ 

OHDA-6نوروتوکسین 

سر موش صـحرایی نـر نـژاذ      28این مطالعه بر روي     
گرم، خریـداري شـده از       220-280زن تقریبی   ویستار با و  

.رازي کرج انجام شدهمؤسس

تزریـق   هحیوانات پیش از عمـل جراحـی، بـه وسـیل          
و زایلــوزین ) mg/kg100(عــضلانی مخلــوط کتــامین   

)mg/kg10 ( هسر حیوانات به کمـک میل ـ     . بیهوش شدند
تگاه اسـتریوتاکس   دهانی و میله هاي داخل گوشی در دس ـ       

یجــاد برشــی طــولی در حــد فاصــل   ثابــت شــد و پــس از ا
، سـطح روي جمجمـه تمیـز گردیـد، و      ها و گوش ها   چشم

بـر اسـاس   برگمـا تـا لامبـدا   هپس از انـدازه گیـري فاصـل   
-mm)2/1مختصات به دست آمده از اطلس پاکسینوس        

-پشتی -mm5و  جانبی-میانی  -mm9/3خلفی،  -قدامی
مربوط به جـسم مخطـط راسـت علامـت          ه  ، منطق )شکمی
ــذار ــد گ ــوراخ گردی ــپس س ــپس . )14(ي و س µg20س

ــسین  از OHDA)Sigma-Aldrich) (lµ4-6نوروتوک
نوروتوکسین حل شده در محلـول       ug/ul5محلول حاوي 

بـا  ) یدآسـکوربیک اس ـ   µl/ug2/0نرمال سالین محتـواي     
در جسم مخطط سـمت راسـت تزریـق         l/minµ1سرعت  

دو هفتــه بعــد از تزریــق نوروتوکــسین از همــه  . )3(شــد
چرخـشی القـاء شـده توسـط تزریـق          حیوانات تست رفتار  
ــفاقی   ــل صـ ــورفینmg/kg1داخـ ــد آپومـ هیدروکلریـ

)Sigma-Aldrich ( 4حیواناتی که بیشتر از     . گرفته شد
چرخش در خلاف جهت آسیب در دقیقه را نشان دادند به           

یوانات در عنوان مدل پارکینسونی در نظر گرفته شدند و ح      
.چهار گروه قرار گرفتند

گروه سلول، موش هاي آسیب دیده اي که به آنها          -1
ورت داخـل وریـدي     سلول بنیـادي چربـی بـه ص ـ        3×106

.تزریق شد) دمی-عروق طرفی(
، موش هاي آسـیب دیـده اي کـه       memα–گروه  -2
فاقـد سـرم بـه جـاي        α-memمحیط کشت  ml1به آنها   

.سلول و به صورت داخل وریدي تزریق شد
.گروه آسیب، موش هایی که هیچ تیماري نشده بودند- 3
هایی که به آنها محلول نرمـال سـالین         گروه شم، موش  - 4

.جاي نوروتوکسین به داخل جسم مخطط راست تزریق شدبه
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تزریق سلول از طریق ورید دمی
3×106یک هفته پس از تزریق نوروتوکـسین تعـداد          

ml1سلول بنیادي چربی  از پاساژ چهارم، حـل شـده در              
-فاقد سرم، از طریق عروق طرفی      memα–محیط کشت   

ت دمی به حیوانات گـروه سـلول تزریـق شـد و در حیوانـا              
فاقـد سـرم از      memα–محیط کشت    ml1گروه دوم نیز    

.دمی تزریق شد-طریق  عروق طرفی

هاي رفتاريآزمون
تست رفتار چرخشی القاء شده پس از تزریق آپومورفین

هـاي  لقاء شده توسط آپومورفین در هفتـه      تست چرخش ا  
و در زمـان     α-memبعد از پیوند سلول و تزریـق           8و   6،  4،  2

ها، به منظور فهمیـدن تمامیـت عملکـردي         روهمشابه در همۀ گ   
همه حیوانات ابتدا بـه صـورت       . سیستم دوپامینرژیک انجام شد   

و cm28دقیقـه در اسـتوانه اي بـه قطـر        5جداگانه بـه مـدت      
قرار گرفتند تا با شـرایط سـازگار شـوند، سـپس             cm38ارتفاع  
حل شده در محلـول  (آپومورفین هیدروکلرید mg/kg1مقدار

. به طریق داخل صفاقی به حیوانـات تزریـق شـد          ) لیننرمال سا 
هـا  سپس حیوانات در استوانه قرار داده شدند و تعـداد چـرخش           

دقیقـه  5در جهت آسیب و در خلاف جهـت آسـیب در مـدت              
چرخش درخلاف جهـت آسـیب بـه عنـوان نمـره            . شمرده شد 

مثبت در نظر گرفتـه شـد و تعـداد چـرخش خـالص از طریـق                
چـرخش در    - لاف جهـت آسـیب      حاصل تفاضل چرخش درخ   
).10،16(جهت آسیب محاسبه شد 

تست روتارود
ــد ســلول و تزریــق 8در طــی هفتــه -αبعــداز پیون

mem  ، روز  توسط دسـتگاه روتـارود،        4ها در   تمامی گروه
rpm40-4تحت یک پروتوکل شتاب گیرنـده از سـرعت          

مورد ارزیابی حرکتی قرار Trial4دقیقه و طی   5در مدت   
20هـا بـه حیوانـات بـه مـدت      Trialدر فاصـله  . گرفتند

دقیقه اجازه اسـتراحت داده شـد، سـه روز اول تـست بـه               
عنوان آموزش در نظر گرفته شد، و در طی روز چهارم کـه             

مـدت  Trialهـر به عنوان آزمون در نظر گرفته شد طـی 
.)1(زمان ماندن روي میلۀ در حال چرخش ثبت شد

روش آماري
ها با استفاده از نـرم      آنالیز آماري تجزیه و تحلیل داده     

محاســبات آمــاري بــراي . انجــام گرفــتSPSS16افــزار 
ها با استفاده از آزمـون واریـانس        بررسی اختلاف بین گروه   

انجـام   Tukeyیلـی   و به دنبال آن آزمـون تکم       هیک طرف 
در نظـر گرفتـه    P≥05/0مرز استنتاج آماري نتـایج      . شد
. ترسیم گردیدExcellنهایتاٌ نمودارهاي مربوطه با. شد

هایافته
بـا   ADSCهـاي   سـلول  مورفولوژي دوکی شـکل    1شکل  

در  و زوائد سیتوپلاسمی باریـک و کـشیده،          ظاهر فیبروبلاستی 
.پاساژ چهارم را نشان می دهد

تصاویر نشان دهنده . ADSCsکنتراست تصاویر فاز . 1شکل
هاي مورفولوژي دوکی با زوائد سیتوپلاسمی باریک وکشیده سلول

ADSCپاساژ چهار است.
از آپومورفیننتایج حاصل از تست رفتاري چرخش ناشی

نتایج حاصل از تست چرخش ناشی از آپومورفین نـشان          
می دهد که یک هفته بعد از ایجاد آسیب و زمـانی کـه هنـوز                

هـاي خـلاف    هیچ درمانی صورت نگرفتـه در تعـداد چـرخش         
مـشاهده  هـا جهت آسیب هیچ اختلاف معنی داري بین گروه       

نـشان   ها با گروه شم اختلاف معنی دار      نمی شود و همه گروه      
گروه شم بعـد از تزریـق صـفاقی آپومـورفین هـیچ             (دهند  می

هـاي بعـد از     امـا در طـی هفتـه      ). رفتار چرخشی نشان ندادند   
به تـدریج بـر تعـداد چـرخش          α-MEMپیوند سلول و تزریق     

افـزوده   α-MEMهـاي آسـیب و      خلاف جهت آسیب در گروه    
شد و در گروه تزریق سلول از تعـداد چـرخش خـلاف جهـت             

بعـد از    6و4،2هـاي   سته شد، که البته در طی هفتـه       آسیب کا 
اخــتلاف معنــی داري بــین α-MEMپیونــد ســلول و تزریــق 
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بعـد از پیونـد در       8امـا در هفتـه      . ها مشاهده نمی شـود    گروه
هاي خلاف جهت آسیب اخـتلاف معنـی داري         تعداد چرخش 

).1نمودار(بین گروه سلول با گروه آسیب مشاهد می شود 
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هاي خلاف جهت مقایسه بین گروهی تعداد چرخش. 1نمودار
آسیب بعد از تزریق صفاقی آپومورفین در یک هفته بعد از 

)    P≥05/0(*. بعد از پیوند8و 6،4،2هاي ایجاد آسیب و هفته
نتایج تست روتارود 

به منظور فـراهم کـردن یـک ارزیـابی          تست روتارود   
مـدت  . مت و تطابق حرکتی انجام گرفت     کلی تعادل، استقا  

زمان ماندن روي میلۀ در حال چـرخش روتـارود در گـروه         
آسیب کاهش معناداري در مقایسه با گـروه کنتـرل نـشان         
داد و در گروه سلول افزایش معناداري در مقایسه با گـروه            

ه در حالی که مدت زمان ماندن روي میل ـ . آسیب نشان داد  
اختلاف معنی داري در   α-MEMدر حال چرخش در گروه      

.)2نمودار(مقایسه با گروه آسیب نشان نداد
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مقایسه بین گروهی مدت زمان ماندن روي میلۀ در . 2نمودار
حال چرخش روتارود در هفتۀ هشتم بعداز تیمار با سلول و 

)                P≥001/0(***و ) α-MEM .###)001/0≤Pمحیط کشت 

بحث و نتیجه گیري
میان اولین کـسانی    در 2001سال  و همکاران در  لی  

مـوش  ها درBMSCرفتاري را بعد از پیوندبودندکه بهبود
. )17(نـشان دادنـد  MPTPشده بـا مدل پارکینسونی القا

MSCگزارش کردنـد کـه  2012سالو همکاران درمتیو 

شده از بند ناف اثرات محافظت نورونی و تـرمیم          هاي جدا 
نورونی در موش هاي صحرایی همی پارکینـسونی آسـیب           

استرئوتاکسیک پیوند.)18(نشان دادندOHDA-6دیده با
BMSC       ها در بطن طرفی مغز رفتار چرخـشی القـاء شـده

توسط آپومورفین و عملکردشناختی موش هـاي صـحرایی         
را بهبود بخشیدOHDA-6پارکینسونی ایجاد شده توسط

بافت چربی بالغ بـه عنـوان منبـع سـلولهاي مـولتی           .)10(
آن پـــیش ســـازهایی ماننـــدپوتنـــت مـــی باشـــد،که از

هـا  ها و میوسیت  استئوبلاست،هاها، آدیپوسیت کندروسیت
اند که چربـی    مطالعات گزارش کرده  . )19(می شود  مشتق

ممکن اسـت زیرجمعیـت هـایی باپتانـسیل نوروژنیـک در           
in vitroهاي استرومایی بالغ مشتق ازداشته باشد و سلول

یمون رزوس و انسان می توانند براي چربی از رت، موش، م   
به کـار گرفتـه   in vitroتمایز به مورفولوژي شبه نورون در

کويمک  در تحقیقات صورت گرفته توسط      . )21،20(شوند

سـاده  ADSCهاي  همکاران مشاهده شد که پیوند سلول      و
هـاي  موشمغز میانی و القاء شده عصبی در  بخش فوقانی         

یکـسانی از محافظـت     ه  صحرایی همی پارکینـسونی درج ـ    
هـاي  نورون دوپامینرژیک نـشان دادنـد و از طرفـی سـلول        

ADSC     ــورون ــه ن ــایزي ب ــیچ تم ــده ه ــد ش ــاده پیون س
دوپامینرژیک نشان ندادند، به این معنی که وضعیت تمـایز   

ا توانایی آنهـا دربقـاء ی ـ   هها تعیین کنند  قبل از پیوند سلول   
ــست   ــد نیـ ــد از پیونـ ــدن بعـ ــورونی در بـ ــت نـ . محافظـ

و ADSC ،VEGF ،HGF ،GDNF ،BDNFســــلولهاي
IGF-1و دیگر فاکتورهاي بقاء دوپامینرژیک را درin vitro

بیان کردند،که نـشان مـی دهـد ترشـح ایـن فاکتورهـاي              
نوروتروفیک در محل در حفاظت از نورونهاي دوپامینرژیک    
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بـا توجـه بـه اینکـه مـا          . )14(آسیب پـذیر دخیـل اسـت      
هاي بنیادي چربی را به صورت سـاده و بـدون هـیچ             سلول

تمایزي تزریق کردیم و شاهد بهبود رفتاري در گروه تیمار          
هم می کنند که    باسلول بودیم این نتایج این احتمال را فرا       

تزریـق شـده بـه طریـق وریـدي از راه      ADSCهايسلول
اند و از طریـق      گردش خون به مکان آسیب مهاجرت کرده      

ترشــح فاکتورهــاي نوروتروفیــک و ســایتوکین هــا باعــث  
هاي آسـیب دیـده شـده و از ایـن       محافظت و ترمیم نورون   

هاي صـحرایی   طریق باعث بهبود عملکرد رفتاري در موش      

البته ذکر این نکته لازم .شده اندOHDA-6باده آسیب دی
است که براي تأیید این احتمال نیاز به نشاندار کردن ایـن            

آنهـا مـی باشـد کـه بـا      )14(هاي پیوندي  و ردیابی    لسلو
هاي موجود امکان انجام این کار فـراهم  یتتوجه به محدود  

.نشد

تشکر و قدردانی
از دانشکده زیست شناسی و پژوهشکده علوم زیستی        

ایـن  دانشگاه دامغـان کـه هزینـه و امکانـات آزمایـشگاهی         
.گرددگذاري میپژوهش را فراهم نمودند سپاس
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