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ABSTRACT 

Background and Aim: Cerebellar degeneration is characterized by disturbance in complex 

motor functions, balance, muscular strength and motor learning. This study investigated the 

effect of systemic transplantation of human adipose stem cells (hMSCs) primed with valproic 

acid (VPA) on amelioration of motor disorders in animal model of cerebellar degeneration.  

Material and Methods: After inducing unilateral lesion in rat cerebellum (Folia VI) by 

quinolinic acid, CM-DiI  labeled hMSCs isolated from adipose tissue by liposuction, were 

primed with VPA for 48h and transplanted by way of the jugular vein, systemically. Then, we 

used cylinder, rotarod, hanging wire and beam balance test to assess motor functions in a 

period of 6 weeks after transplantation.  

Results: Six weeks after transplantation surviving hMSCs were detectable in the lesion site. 

The hMSC transplanted group showed markedly improved functional performance in motor 

learning, locomotor asymmetry, dysmetria, and neuromuscular strength and balance, in the 

first 6 weeks after transplantation compared to the control group. On the other hand, 

transplantation of VPA primed hMSCs led to a better amelioration in motor functions 

compared to non-primed hMSCs transplantation in the rats.  

Conclusion: According to the results of this study, cell therapy by means of VPA primed 

hMSCs can result in improved migration and homing capacity which can be regarded as a 

promising treatment for neurodegenerative disorders such as cerebellar diseases. 

Keywords: Mesenchymal stem cell, Adipose tissue, Valproic acid, Cerebellum, Motor 

function 
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بافت چربی انسانی تیمار شده با والپروئیک اسید بر  یادیبن یسلولها سیستمیک وندیاثر پ
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 چکیده

خص مشی حرکتی عضلانی و یادگیر تعادل، قدرتهای پیچیده حرکتی، عملکرد اختلال در بامخچه دژنراسیون  :زمینه و هدف

ید بر بهبود پروئیک اسبا وال تیمار متعاقبمطالعه حاضر به ارزیابی اثر پیوند سیستمیک سلولهای بنیادی بافت چربی انسان . می گردد

 اختلالات حرکتی در مدل حیوانی دژنراسیون مخچه می پردازد. 

اسید، سلولهای  به وسیله کوئینولینیک موشهای صحرایی مخچه VIفولیوم ضایعه یک طرفه در القاء  به دنبال :روش بررسی

ساعت با  48و به مدت داسازی ج بافت چربی و با روش لیپوساکشنکه از  CM-Dilشده با  نشاندار انسانی بنیادی مزانشیمی

سیلندر،  نآزمواز  دهعملکردهای حرکتی با استفاسپس، پیوند زده شد.  از طریق ورید جوگولاروالپروئیک اسید تیمار شدند، 

 . شدارزیابی  هفته پس از پیوند 6طی  روتارود، راه رفتن شعاعی و آونگ شدن

ی ده سلولهای بنیاددریافت کنن حیواناتگردید.  مشخصهفته پس از پیوند در محل ضایعه  6حضور سلولهای نشاندار  :یافته ها

 -یتوانایی عصب سمتری،ادگیری حرکتی، تقارن و تعادل حرکتی، دیمزانشیمی بهبود معنی داری را در ارزیابی های عملکردی در ی

یوند پطرف دیگر،  ازهفته پس از پیوند در مقایسه با گروه دریافت کننده حامل سلولی نشان دادند.  6عضلانی و تعادل طی 

سلولهای  افت کنندهت درییواناسلولهای بنیادی تیمار شده با والپروئیک اسید بهبود قابل توجهی در عملکردهای حرکتی نسبت به ح

 . تیمار نشده از خود نشان دادند

الپروئیک ور شده با تیما بیبافت چربر اساس نتایج حاصل از این تحقیق، سلول درمانی با استفاده از سلولهای بنیادی  نتیجه گیری:

ختلالات یو نظیر اودژنراتبیماری های نورمی تواند نویدی برای درمان  سلولی بهتر با افزایش توان مهاجرت و لانه گزینی ،اسید

 مخچه ای باشد. 

 ، فعالیت های حرکتیمخچهوالپروئیک اسید، ، ، بافت چربیسلولهای بنیادی مزانشیمی :کلید واژه ها

 1/5/97پذیرش: 30/4/97اصلاحیه نهایی: 28/1/97وصول مقاله:
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 مقدمه

آسیب های مخچه ای سبب بروز بسیاری از اختلالات 

 رکتی نظیر ناتوانی در تعادل، آتاکسی، عدم هماهنگیح

ر عضلانی، دیسمتری، اختلالات حرکتی بینایی، اختلال د

در مراحل اولیه اختلالات  .(1)تکلم و لرزش می شوند

ه بانی دژنراتیو مخچه ای، قدرت تعادل کاهش می یابد و ناتو

اه رهنگام ایستادن پدیدار می گردد. با پیشرفت بیماری، 

 ن دچار اشکال میشود. سرانجام عدم کنترل تعادل ورفت

ه اسپاسمهای عضلانی دو طرفه و آتاکسی آغاز میگردد. ب

ر مرور زمان اختلال در تکلم، بلع و مشکلات تنفسی ظاه

 .(2)میشوند که نهایتاً منجر به مرگ خواهد شد

های مختلف که در زمینه قابل توجهی علیرغم پیشرفت

قطعی  درمانتا کنون فته است، صورت گر ترمیمی پزشکی

کن  علت بیماری را ریشهبرای اختلالات نورودژنراتیو که 

رویکرد طی سالهای اخیر  .(3)، وجود نداشته استکنند

 اتیودژنرودر درمان بیماریهای نوراستفاده از سلولهای بنیادی 

ی بنیاد رسد که سلولهایبه نظر میامیدوار کننده بوده است. 

ر ده دیم یا جایگزین کردن بافتهای صدمه دیبتوانند با ترم

سلولهای  .(4)پزشکی ترمیمی نقطه عطفی را ایجاد کنند

ول بنیادی مزانشیمی به عنوان یک کاندید مناسب برای سل

لفی قابل سلولها از منابع مختاین  .(5)انددرمانی معرفی شده

 نوانعجدا سازی و تخلیص هستند. استفاده از بافت چربی به 

شتری قابلیت بیهای بنیادی یگر از منابع بافتی سلولیکی د

ای مغز استخوان در پیوندهسایر منابع از جمله نسبت به 

ز منبع ا این سلولهاتزریق  .(6)سلولی از خود نشان داده است

سبب بهبود روند تشکیل عروق سهل الوصول بافت چربی، 

 رتر دو قابلیت تعدیل ایمنی به یسکمیکجدید در اندامهای ا

 دهایبافت هدف پیوند و جلوگیری از رد پیوند حتی در پیون

 .(7)می گرددبین گونه ای 

که بر نتیجه درمان  های بنیادی های سلولدیگر ویژگیاز 

مناسب  لانه گزینیقابلیت مهاجرت و  تاثیر بسیار مهمی دارد،

لانه گزینی مهاجرت و مکانیسم هرچند،  .(8)سلولها است

رسد که نشده است اما به نظر میهنوز به درستی مشخص 

ها و رسپتورهای کموکاینی در این امر تعاملات بین لیگاند

یکی از بزرگترین موانع در  .(9)دنقش مهمی داشته باشن

پیوند سیستمیک سلولهای بنیادی، مهاجرت نامناسب و 

به  .(01)است بافت هدفی تزریق شده به هاغیرکافی سلول

های کموکاینی بیشتری ها رسپتورهر چه سلولنظر می رسد، 

بیان کنند، قدرت مهاجرت بیشتری نیز دارند. مطالعات قبلی 

در سلولهای بنیادی را های کموکاینی رسپتور بالاتری از بیان

نسبت به سایر منابع سلولهای بنیادی مزانشیمی بافت چربی 

می توان میزان این گیرنده  ،با این حال .(11)نشان داده است

از  .(12)شیمیایی افزایش داد برخی موادبه کمک ها را 

جمله این ترکیبات میتوان به لیتیوم، کبالت، دفروکسامین و 

مهارکننده های هیستون داستیلازی مانند والپروئیک اسید و 

 .(31)اشاره کرد Aتریکوستاتین 

مهار کننده های هیستون داستیلازی نظیر والپروئیک اسید 

(VPAدر تنظیم نسخه بر ) داری به کمک روندهای اپی

نشان داده شده  اخیراً .(14)نقش مهمی ایفا می کنندژنتیک 

مهاجرت سلول های بنیادی مزانشیمی را به  VPAتیمار با 

بافت هدف پیوند با افزایش بیان گیرنده کموکاینی 

CXCR4 همچنین، تیمار سلول  .(15)افزایش داده است

لانه گزینی این توانایی  VPAهای بنیادی مزانشیمی با 

و عملکرد ترمیمی را در مدل  دادهسلول ها را افزایش 

افزایش بیان و  .(16)ه استدیبخشبهبود  ایسکمی مغزی

ترشح فاکتورهای نوروتروفیک توسط سلولهای بنیادی نیز به 

عنوان راهکار جالبی در بهبود ضایعات مغزی به دنبال سلول 

تیمار سلولهای  درمانی پیشنهاد شده است، به گونه ای که

بنیادی عصبی به کمک سلژیلین، سبب تقویت توان تمایزی 
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(. 17)ان فاکتورهای نوروتروفیک می گرددسلولها و بی نای

توان تمایز  VPA باهمچنین، تیمار سلولهای بنیادی عصبی 

 (.18)لها را به نورون افزایش داده استاین سو

ی نیادی بلولهاتا کنون مطالعه ای درباره اثر تیمار س احتمالا

 مزانشیمی با مهار کننده هیستون داستیلازی بر بهبود

مهاجرت و لانه گزینی در ضایعات مخچه ای و درمان 

 مطالعه اختلالات حرکتی ناشی از آن صورت نگرفته است،

 ارزیابی اثر پیوند سیستمیک سلولهای بنیادیبه حاضر 

ر ب VPAمزانشیمی بافت چربی انسان با و بدون تیمار با 

ه بهبود اختلالات حرکتی در مدل حیوانی دژنراسیون مخچ

 می پردازد.

 

 روش بررسی

 حیوانات و گروهبندی:

نژاد  نرسر موش صحرایی  40در این مطالعه تجربی از  

گرم و سن نقریبی  220±10 با میانگین وزنی، ویستار

ش در مرکز پرورکه روز استفاده شد. این حیوانات  5±75

، دافتنیدانشگاه آزاد اسلامی شیراز پرورش  و تکثیر حیوانات

 و درجه سانتی گراد( 25 ±2تحت شرایط استاندارد دما )

تاریکی  -و چرخه ی روشنایی درصد( 50±10) رطوبت

نگهداری شدند. در این عصر(  6صبح تا  6) ساعته 12

تولیدی  آزمایشگاهی پژوهش از غذای مخصوص موش

ه براه آب آشامیدنی فارس استفاده شد و به هم 110شرکت 

حل کلیه مرا صورت نامحدود در اختیار حیوانات قرارگرفت.

کار با حیوانات، طبق قوانین حمایت از حیوانات 

آزمایشگاهی و با نظارت کمیته اخلاقی دانشگاه آزاد 

-تمامی اعمال جراحی و نمونهاسلامی شیراز انجام شد. 

با حیوانات  ها تحت بیهوشی کامل صورت گرفت وگیری

 . رعایت اصول اخلاقی از چرخه حیات خارج شدند

تایی تقسیم  10گروه  4حیوانات به صورت تصادفی در 

یندی شدند. گروه کنترل: هیچ نوع تیماری بر روی آنها 

 48اعضای این گروه  Vehicleصورت نگرفت. گروه 

نیمکره  VIساعت پس از القاء ضایعه یک طرفه در فولیوم 

لینیک اسید، حامل سلولهای بنیادی راست مخچه با کوئینو

را به صورت درون وریدی دریافت نمودند.  PBSیعنی 

ساعت پس از القاء  48: به این گروه hMSCگروه 

دژنراسیون مخچه ای سلولهای بنیادی بافت چربی انسانی 

: در این گروه پس از hMSC+VPAتزریق شد. گروه 

بی تیمار شده القاء ضایعه مخچه ای سلولهای بنیادی بافت چر

 با والپروئیک اسید تزریق شد.

 :استخراج سلول های بنیادی مزانشیمی بافت چربی انسان

 مردیک به روش جراحی لایپوساکشن از  چربی نمونه بافت

جمع آوری  در بیمارستان و توسط جراح ساله( 37) سالم

در کمترین زمان به  ها بر روی یخ و شد. سپس نمونه

 بار 5-4نمونه های بافت چربی ند. ده شدانتقال دا آزمایشگاه

درصد  1( محتوی PBS,Gibco) فسفات بافر سالین با

  (Biosera ،)پنی سیلین/ استرپتومایسین آنتی بیوتیک

در  دقیقه 15به مدت  ، نمونه هاسپس .شستشو داده شد

امی ه آرمحیط آزمایشگاه قرار داده شد تا فاز مایع و چربی ب

هضم  و از مایع دور ریخته شدفاز یکدیگر جدا شوند. 

د درص 1/0کلاژناز  با استفاده از کلاژنازی بافت چربی

پس از  .ساعت انجام شد 1به مدت  (Sigma ،1)تیپ

 rpm 5000هضم شده با دور  یبافتنمونه های سانتریفیوژ 

مایش سلولهای باقی مانده در کف لوله آزدقیقه  5در زمان 

درصد  10( حاوی DMEM, Gibcoبا محیط کشت )

 درصد آنتی بیوتیک 1و  (FBS, Gibcoسرم جنینی گاو )

سب سلولها پس از رسیدن به تعداد منا .(16)کشت داده شد

 در پاساژ سوم جهت پیوند آماده سازی شد.

 :تمااایز ساالولهای تخلاایص شااده بااه ساالولهای شاابه عصاابی

هااای ساالولی کاااملاً همگاان از ساالولهای بنیااادی جمعیاات

تریپساینه  سوم پاس ازپاساژ  در نسانیبافت چربی امزانشیمی 

هار یاک از  باههزار سلول  50حدود  شده وشمارش  شدن،
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 wells plate, SPL-6)خاناه  6های ظارف کشات خانه

Life Science, Koreaسه خاناه باه عناوان ( افزوده شد .

 cc2 میازانکنترل و سه خاناه باه عناوان تسات بررسای شاد. 

M, 5 -0RA,1محاایط کشاات حاااوی رتینوئیااک اسااید )

Sigmaو هااای تساات( بااه خانااه cc2  محاایط کشاات باادون

ظرف کشات  .شدهای کنترل افزوده  خانه بهرتینوئیک اسید 

. باه دنباال شدمنتقل  2CO (Binder, USA)به انکوباتور 

 روز 4 تکثیر و رشد سلولها و با تغییر رنگ محیط کشت، هر

حادود  د.گردیاجاایگزین  هر خانهمحیط کشت تازه و ویژه 

پااس از افاازودن رتینوئیااک اسااید، ساالولهایی بااا  روز 21

هر . دیده شد ای تستهمورفولوژی سلولهای عصبی در خانه

باااا میکروسااااکپ دوربااااین دار کااادام از ایاااان ساااالولها 

(Olympus, Invert, DP12-2, Japan )

ساالولهای  آنهااا بااا تصااویربرداری شااد و سااپس مورفولااوژی

 .(19)تطبیق داده شد عصبی

 ولهایو نشاندار کردن سل با والپروئیک اسید سلولها تیمار

  بنیادی:

محلول بافت چربی،  یساعت قبل از پیوند سلولهای بنیاد 48

( تهیه و VPA, Sigma)مولار والپروئیک اسید میلی 5

 ,Jet Biofil) فیلتر سرسرنگیپس از استریل شدن با 

Canada)  فلاسک استریل و به  میکرومتری 2/0با منافذ

 SPL Life Science,  ,25Tلول )های کشت س

Korea)  در پر شدگی سلولی درصد  80تا  70میزان با

 .(02)پاساژ سوم افزوده شد

 رنگ ازجهت نشاندار کردن سلولها در روز پیوند،  

-CM-DiI (1,1'-dioctadecylلیپوتروفیک و حیاتی 

3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine 

perchlorate, Invitrogen)  ها را له سیتوپلاسم سلوک

لی گرم بر یک میجهت تهیه کند، استفاده شد.  رنگ می

حلال دی متیل سولفوکساید میلی لیتر از رنگ حاصل، 

(DMSO, Sigma, USA ) و  میکرولیتر  50به میزان

PBS  برای رسیدن به غلظت نهایی استفاده و به فلاسک

 در دقیقه 5به مدت سلولها  ،. سپسکشت اضافه شد

 10-15به مدت و متعاقباً درجه سانتیگراد  37وباتور انک

درجه سانتیگراد )جهت افزایش نفوذ  4دقیقه در یخچال 

برای مشاهده سلولها داده شدند. پذیری سلولها به رنگ( قرار 

( Olympus IX71, Japan) از میکروسکپ فلورسنت

 .(12)استفاده شد

ت بااا حیوانااا: و پیونااد ساالول القاااء دژنراساایون مخچااه ای

( و mg/kg70کتاامین هیدروکلرایاد ) ماادهمخلوطی از دو 

و پس از آمااده ساازی ناحیاه  ( بیهوشmg/kg5زایلازین )

جراحاای  .(22)تثبیاات شاادنددر فااریم اسااتریوتاکس ساار 

)نیمکاره  VIیابی باه فولیاوم استریوتاکسیک به منظور دست

بااا  VI. مختصااات فولیااوم گرفااتراساات مخچااه( صااورت 

. بااه دساات آمااد پاکسااینوس و واتسااون اسااتفاده از اطلااس

از  است عبارت نسبت به نقطه برگمابه دست آمده  مختصات

AP:-11.96mm ،ML:+4mm ،DV:+4mm . پاااس

میکرولیتار کوئینولینیاک  2مقدار از دستیابی به نقطه تزریق، 

 ,QA,0.2mM,Merk) میلای ماولار 2/0با غلظت  اسید

Germany2 امیلتونآرامی و باا اساتفاده از سارنگ ها ( به 

 دقیقااه 5در ماادت  مخچااه VIفولیااوم درون  میکرولیتااری

با اتمام تزریاق خاارج کاردن ساوزن از  .(22)گردیدتزریق 

. باازه زماانی دو دقیقاه ای انجاام شادیاک موضع تزریق در 

و بعاد از ضاد  شادبخیاه زده بر روی پوست سار محل برش 

و پتاوی گارم  باه  قفاس ریکااوری حیاوانعفونی با بتادین، 

حیوان و پاس . تا زمان به هوش آمدن کامل شدمنتقل  دهکنن

علائم حیاتی، وضاعیت تانفس، تعاداد ضاربان قلاب و از آن 

از القاای  پاسساعت  48 .شدسرعت آن و دمای بدن چک 

دریافات کنناده سالول  گروههاایضایعه، پیوناد سالولی در 

مای شامارش و انجام شد. در روز پیوند سالولها را تریپساینه 

ن زنااده بااودن آنهااا بااا اسااتفاده از تریپااان بلااو و میاازا شااوند

(Sigma, USA ) یااک میلیااون . حادود گردیاادمشااخص
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باا سارنگ انساولین باه  PBSسی سای  5/0سلول به همراه 

صورت درون وریادی از طریاق وریاد جوگاولار و پاس از 

بیهوشی مختصر حیوانات به کمک اتار باه آهساتگی تزریاق 

ه بااا ساالولهای تیمااار شااد hMSC+VPAشااد. گااروه 

سالولهای تیماار نشاده را  hMSCوالپروئیک اسید و گروه 

 5/0حامال سالولی یعنای  Vehicleدریافت نمودند. گروه 

 دریافت می نمایند.  PBSسی سی 

  :آزمایشات حرکتی

شااامل  اسااتاندارد حرکتاای آزمااوندر ایاان تحقیااق از چهااار  

هااای روتااارود، راه رفااتن شااعاعی، آونااگ شاادن و  آزمااون

هارم در هفته های دوم، چ ها آزمونکلیه  ه شد.استفاد سیلندر

در سااعاتی  آزمون هاا. شدششم پس از پیوند سلول انجام و 

)باین  بالاسات موشاهای صاحراییاز شبانه روز که تحار  

 .(22)شدانجام  (،20تا  17ساعت 

  :روتارود آزمون

 باا قابلیات افازایش خاود باه )میله چرخاان( دستگاه روتارود

ر دقیقه برای ارزیابی همااهنگی حرکتای خودی تعداد دور د

باه  حیواناات .(21)و یادگیری حرکتی طراحای شاده اسات

شده  بر روی میله چرخان قرار داده منظور آشنایی با دستگاه،

 کارده دور در دقیقه شروع به چرخش  5 و دستگاه با سرعت

 تاهرسد. در هف دور در دقیقه می 45ثانیه به  300و در زمان 

ر هدر  وانات سه روز متوالی و با چهار تکرار، حیهای آزمون

شاوند. مادت زماان  مای آزماونبه فواصل یک ساعت  روز

 .شددر هر بار تکرار ثبت چرخان باقی ماندن روی میله 

 :راه رفتن شعاعیآزمون 

 3یک میلاه چاوبی باه قطار  آزمونمورد نیاز برای این  زاربا 

باالاتر از ساانتی متار  30که است سانتی متر و طول یک متر 

سانتی  40سطح میز قرار دارد و در یک انتها به یک سکوی 

حیوانااات قباال از انجااام  .(21)شااود متاار مربعاای خااتم ماای

و  شادهآزمایش چند دقیقه بر روی این میله چوبی قرار داده 

شود که به سمت سکو حرکت کنناد. در  به آنها آموخته می

در میلاه  باه انتهاای حیواناتمدت زمان رسیدن  آزمون، روز

. بارای حیوانااتی کاه قاادر نیساتند شدثبت  سه تکرار متوالی

تمام طول میله را طی کنند و از روی آن مای افتناد، مساافت 

، باادین ترتیااب ساارعت شاادپیمااوده شااده حرکاات محاساابه 

 .پیمایش مسیر در این آزمون مورد بررسی قرار گرفت

  :سیلندر آزمون

دچاار  ون مخچاهای صحرایی باه دنباال القااء دژنراسایموشه

نقص حرکتی در اندام حرکتی جلویی در یاک طارف بادن 

مخچه، فلج شدگی، دیساتونی  یک نیمه از هستند. با تخریب

و سختی عضلانی و نیز عدم تعاادل در یاک سامت از بادن، 

اساتفاده از  آزماون درصاد. در ایان شدبعد از جراحی دیده 

. شادبه دست سالم بعد از پیوناد محاسابه  آسیب دیدهدست 

عت سا 1ی زمانی متوالی و با فاصله تکرار، سه آزموندر هر 

 شاافاف از جاانسدر ساایلندر  صااورت گرفاات. حیوانااات

قااارار  cm30و ارتفااااع  cm20گلاااس باااه قطااار پلکسااای

-می اقدام به خروج از سیلندر حیوانهر بار که  .(22)گرفتند

. دهادی سیلندر قرار ماینماید، دست خود را بر روی دیواره

این که حیوان دسات آسایب دیاده، ساالم یاا هار دو بسته به 

شاود. پاس از دست را روی دیواره قرار دهد، نتایج ثبت می

ت بار اقدام به فرار و قرار گرفتن دسات روی دیاواره، ر 20

 گیرد. ی خودش قرار میاز سیلندر خارج و در جعبه

  :ردیابی سلولهای نشاندار شده

حیوانات با  یهوش کردنب، پس از یبرای انجام مطالعات بافت

ی هفتم پس از پیوند سلول؛ ی کلروفورم در هفتهدوز کشنده

سپس، مغز به دقت از  .شدکاردیالی انجام پرفیوژن ترانس

 7جمجمه خارج و مخچه از آن جدا شد. برش های 

میکرومتری از نمونه های مخچه در گروههای مختلف تهیه 

کروسکپ شد و بدون هر گونه رنگ آمیزی در زیر می

فلورسنت جهت اطمینان از حضور سلولها در بافت هدف 

از فیلتر بررسی شد. برای مشاهده سلولهای نشاندار 
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Omega XF32 (Omega Optical, Inc. ) استفاده

 .شد

  محاسبات آماری:

 تجزیه و تحلیل آماری بین گروههای مختلاف باا اساتفاده از

صااول پاس از ح انجاام شاد. 22ویارایش  SPSSافازار نارم

اطمیناااان از توزیاااع نرماااال داده هاااا باااه کماااک آزماااون 

ه منظاور تعیاین وجاود اخاتلاف ب اسمیرنوف، -کلموگروف

معناای دار بااین گروههااای مااورد نظاار، از آزمااون آنااالیز 

Repeated measures ANOVA  آزمااون پااس و

ار دمعنی p < 05/0توکی استفاده شد. از نظر آماری مقادیر 

 در نظر گرفته شده است.

 

 

 یافته ها

  داده شده: کشت مورفولوژی سلولهای 

 را مختلفی مورفولوژیهای حاصل از کشت اولیه های سلول

 اغلب و شکل کروی پاساژ اولیه سلولها در د.دادن نشان

 کاملا ها سلول این ه هستند. به تدریجکوتا زائده دارای

های  سلول به شبیه آنها مورفولوژی و بوده کشیده

 ،3 پاساژ دری سلولجمعیت های همگن  بود. فیبروبلاستی

 .(1)تصویر بود تزریق و شدن نشاندار آماده

 

 
( تا سلولهای Aسلولهای بنیادی استخراج شده از بافت چربی انسانی. از سلولهای کروی شکل در روز اول گرفته ) کمورفولوژیتغییرات . 1تصویر 

از اولین پاساژ مورفولوژی سلولها نسبتاً همگن هستند. سلولها کلونی های با قدرت تکثیر  (. پسB-D) 15تا  8کشیده و فیبروبلاست شکل در روزهای 

 40Xبالا را ایجاد کرده اند. بزرگنمایی: 

  تیمار تمایزی با رتینوئیک اسید:

با در طی تمایز سلولهای حاصل به سلولهای شبه عصبی 

، کاهش قابل توجه تعداد سلولها به رتینوئیک اسید

کشت داده شده و شکل ظاهری سلولهای غییر ت همراه

روز پس از تیمار نسبت به قبل  21عصبی آنها شبه ظاهر 

  (.2تصویر )از تیمار کاملاً مشخص است 
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ئیک اسید با رتینوشبه عصبی به دست آمده به دنبال تیمار با  ( و سلولهایAسلولها در پاساژ سوم قبل از تیمار با رتینوئیک اسید ) مورفولوژی. 2تصویر 

 X100 (C.)( و بزرگنمایی B) X40بزرگنمایی 

 : روتارود آزمون

حاصل کاهش معنی داری را در مدت زمان باقی ماندن  نتایج

( Vehicleبر روی روتارود در گروه دریافت کننده حامل )

هفته  6و  4، 2نسبت به گروه کنترل در هر سه بازه زمانی 

همچنین، (. p < 001/0 ،1)نمودار  پس از پیوند نشان داد

بین گروه کنترل و گروههای دریافت کننده سلول در هر سه 

بازه زمانی اختلاف معنی داری دیده شد )در هفته دوم و 

مدت (. p < 01/0، در هفته ششم: p < 001/0چهارم: 

زمان باقی ماندن بر روی میله چرخان در گروههای دریافت 

به گروه  نسبت( hMSC+VPAو  hMSCکننده پیوند )

Vehicle طی هفته های دوم، چهارم و هشتم افزایش معنی

گروه دریافت کننده  ،هر چند (.p < 001/0داری داشت )

سلولهای بنیادی مزانشیمی تیمار شده با والپروئیک اسید 

(hMSC+VPA ) نسبت به گروه دریافت کننده سلولهای

عملکرد بهتری را در هفته  (hMSCبنیادی تیمار نشده )

دوم و چهارم پس از پیوند نشان دادند. اما بین این دو  های

گروه اختلا ف معنی داری در مدت زمان باقی مانده بر روی 

 (.p > 05/0میله چرخان مشاهده نشد )

 

 
زمان  hMSC+VPA و Vehicle ،hMSCحیوانات گروههای  مقایسه میانگین و انحراف معیار مدت زمان باقی ماندن بر روی روتارود.. 1نمودار 

ای بنیادی نسبت به گروه (. بین گروههای دریافت کننده سلوله**p < 001/0و  *p < 01/0کمتری نسبت به گروه کنترل بر روی میله باقی ماندند )

Vehicle یده شد چرخان دیله مبر روی  از دو هفته بعد از دریافت سلول تا هفته ششم پس از پیوند است افزایش معنی داری در مدت زمان باقی ماندن

(001/0 > p++ .) 

 

 :راه رفتن شعاعی آزمون

سرعت پیمایش مسیر بر روی میله چوبی در گروه  

Vehicle کنترل کاهش معنی داری از  نسبت به گروه

 (. در گروههای p < 001/0، 2خود نشان داد )نمودار 

hMSC+VPA  وhMSC  سرعت حرکت به مرور

وه دریافت کننده زمان افزایش می یابد و نسبت به گر

حامل افزایش معنی داری را در هر سه بازه زمانی نشان 

(. بین گروه کنترل و هر دو گروه p < 001/0میدهند )

دریافت کننده سلول در هفته دوم و چهارم و ششم پس 

 (.p < 001/0از پیوند اختلاف معنی دار دیده شد )

 hMSCو گروه  hMSC+VPA مقایسه بین گروه 

داری را در هیچ یک از بازه های زمانی  اختلاف معنی

 پس از پیوند سلولی نشان نداد.
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 hMSC+VPAو  vehicle ،hMSCگروههای سرعت در آزمون راه رفتن شعاعی. بین گروه کنترل و و انحراف معیار میانگین مقایسه . 2نمودار 

 001/0) زه زمانی دیده شدکننده سلول با گروه حامل اختلاف معنی داری در هر سه بابین گروههای دریافت (. **p < 001/0معنی دار است ) اختلاف

> p++ .) 

 

 : آونگ شدن آزمون

میانگین مدت  ،Vehicleدر گروه  نشان داد که نتایج

کاهش نسبت به گروه کنترل زمان آویزان باقی ماندن 

. 3)نمودار دارد وجود معنی داری در هر سه بازه زمانی 

001/0 > p.)  همچنین، بین گروهhMSC  با گروه

کنترل در هفته دوم، چهارم و پنجم اختلاف معنی داری 

 hMSC+VPAدیده شد. گروه  p < 01/0در سطح 

نسبت به گروه کنترل تنها در هفته دوم پس از پیوند 

اختلاف معنی داری در مدت زمان آویزان ماندن از خود 

گروههای در با این حال، (. p < 01/0نشان داد )

دریافت کننده سلولهای بنیادی مزانشیمی نسبت به گروه 

Vehicle  افزایش معنی داری در مدت زمان آویزان

 < 001/0دیده شد )ماندن طی هفته های مورد بررسی 

p) . بین گروهhMSC  با گروهhMSC+VPA  در

هفته چهارم و ششم پس از پیوند اختلاف معنی داری 

 (.p < 05/0دیده شد )

 
کاهش معنی داری را در سقوط از سیمی که از آن  Vehicle. حیوانات گروه . مقایسه میانگین و انحراف معیار مدت زمان آویزان ماندن از سیم3مودار ن

زمانی اختلاف معنی نیز با گروه کنترل در هر سه بازه  hMSCآویزان شده اند نسبت به گروه کنترل در هر سه بازه زمانی نشان دادند. در حالی که بین گروه 

(.  گروه دریافت کننده سلولهای **p < 001/0و *p < 01/0) تنها در هفته دوم با کنترل اختلاف معنی دار دیده شد hMSC+VPAدار است در گروه 

بین گروههای (. مقایسه ++p< 0001/0از سیم آویزان می مانند ) Vehicle( مدت زمان بیشتری را نسبت به گروه hMSC+VPAو  hMSCبنیادی )

hMSC  وhMSC+VPA  نشان داددر هفته های چهارم و ششم پس از پیوند اختلاف معنی داری در (05/0 > p$.) 
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  سیلندر: آزمون

آسیب دیده با  حیواناتتوانایی استفاده از دست ها در 

نتایج نشان  (.4)نمودار  سیلندر ارزیابی شد آزموناستفاده از 

 کننده سلولهای بنیادی مزانشیمیکه حیوانات دریافت داد 

هفته پس از پیوند در  6بهبود معنی داری را طی  انسانی

ست دمقایسه با گروه دریافت کننده حامل در استفاده از 

 hMSC+VPAگروه . (p < 001/0)ضایعه دیده دارند 

در هفته پایانی یعنی هفته ششم پس  hMSCنسبت به گروه 

ده از دست آسیب دیده را به از پیوند نسبت بالاتری از استفا

 .(p < 05/0دست سالم از خود نشان داد )

 . 

 
ی دریافت کننده سلول در هر سه بازه و گروهها Vehicle. مقایسه مسانگین و انحراف معیار نسبت استفاده از دست آسیب دیده به سالم در آزمون سیلندر. بین گروه 4نمودار 

در هفته ششم  hMSC نسبت به گروه hMSC+VPA(. نسبت استفاده از دست صدمه دیده به سالم در رتهای گروه ++p < 010/0) زمانی اختلاف معنی داری دیده شد

 (.$p < 05/0معنی دار بود  )

 

  :ردیابی سلولهای بنیادی مزانشیمی در موضع پیوند

دیده می شود، سلولهای نشاندار  A3همانطور که در تصویر 

ند در زیر میکروسکپ فلورسنت قبل ازپیو Dilشده با رنگ 

و با فیلتر مخصوص مطالعه شدند و نتایج حاصل از شمارش 

درصد این  60سلولهای نشاندار مشخص کرد که بیش از 

. پس از تهیه (A3نشاندار می شوند )  Dilسلولها با رنگ 

برش های فرونتال از مخچه حضور سلولهای نشاندار را در 

پس از پیوند سلول در روز  50اطراف محل ضایعه حدود 

می توان مشاهده نمود )تصویر  hMSC+VPAگروه 

B3) . هر چند در گروهhMSC  سلولی در موضع پیوند

 دیده نشد. 
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 حضور سلولهای(، Aلاسک )فقبل از پیوند در  Dil. فتومیکروگراف فلورسنت از سلولهای بنیادی مزانشیمی بافت چربی انسانی نشاندار شده با 3تصویر

(. Cمخچه ) VIوم در فولی QAو موقعیت آسیب القاء شده با  (Bروز پس از پیوند سلول ) hMSC+VPA 50نشاندار شده در مخچه آسیب دیده گروه 

 .C :X10، تصویر B : X 40و A  بزرگنمایی تصاویر

 

 بحث 

نتایج مطالعه نشان داد که آسیب یک طرفه ، حاضرتحقیق در 

اد اختلالات حرکتی می مخچه سبب ایج VIدر فولیوم 

رفتاری مشخص شد که  مطالعاتبر اساس گردد. از طرفی، 

پیوند سیستمیک و درون وریدی سلولهای بنیادی مزانشیمی 

بافت چربی در مدل آسیب مخچه ای سبب بهبود نواقص 

با  یاین بهبودحرکتی در موشهای صحرایی می گردد. 

رفتن  حرکتی نظیر روتارود، راه آزمونهایاستفاده از 

شعاعی، آونگ شدن و سیلندر که به ترتیب به ارزیابی 

عضلانی و  -عصبییادگیری حرکتی، تعادل، قدرت 

دیستونی می پردازند، مورد تأئید قرار گرفت. به طوری که 

)دریافت کننده  ضایعه دیده داری بین گروهتفاوت معنی

حامل( و گروه دریافت کننده سلولهای بنیادی دیده شد. 

سلولهای بنیادی با استفاده از مهار کننده هیستون  تیمار

داستیلازی )والپروئیک اسید( سبب تقویت توان مهاجرت 

بهبود حرکتی در آسیب مخچه ای گردید. در سلولها و 

، مشاهدات رفتاری حاکی از بهبودی حرکتی نسبی در واقع

گروه دریافت کننده سلولهای بنیادی تیمار شده با 

سبت به گروه دریافت کننده سلولهای والپروئیک اسید ن

 تیمار نشده دارد.

جایگزینی نورونی به پیشرفت های جدید نشان میدهد که 

می پیوند سلولهای بنیادی در ناحیه ضایعه دیده مغز دنبال 

تسریع  ،همچنین .(23)تواند سبب بهبود عملکردی گردد

می در پاسخ به ضایعات مغزی  ومغز بالغین روند نوروژنز در 

این یافته ها امید  .(24)تواند هدف سلول درمانی باشد

استفاده از سلولهای بنیادی را برای درمان بیماریهای 

مطالعات اخیر نشان داده  ورودژنراتیو انسانی نوید میدهند.ن

اند که پیوند سلولهای بنیادی، اختلالات حرکتی را در 

 هرچند .(25)ی نورودژنراتیو حرکتی کاهش میدهدبیماریها

کنون، ارتباط بین جنبه های نورولوژیک بیماریهای تا

نورودژنراتیو و بهبود عملکردی آنها پس از پیوند سلولهای 

بنیادی روشن نشده است، اما تصوراتی وجود دارد که 

چندین مکانیزم مختلف ازجمله، تمایز سلولهای پیوندی به 

، جایگزینی عصبی، in vivoسلولهای عصبی در شرایط 

فاکتورهای رشد و کموکاین ها توسط سلولهای  آزادسازی

 .(26)تواند سبب بهبود ضایعات عصبی گردد پیوندی می
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سلولهای پیوند سیستمیک نشان داد که  نیز مطالعه قبلی ما

بنیادی مزانشیمی مغز استخوان اختلالات حرکتی در مدل 

 و( 27)حیوانی دژنراسیون استریاتومی بهبود می بخشند

در بهبود اختلالات حرکتی و را این سلولها پتانسیل درمانی 

  .(28)رساندشناختی ناشی از دژنراسیون مخچه به اثبات 

سید در این مطالعه، ضایعه مخچه ای که با کوئینولینیک ا

اری ایجاد شد به مرور زمان شدت بیشتری در اختلالات رفت

فت حرکتی در گروههای دریا اختلال میزاناما  .نشان داد

 هفته درهرچند، های بنیادی مزانشیمی کمتر بود. کننده سلول

اندار سلولهای بنیادی نشتعداد کمی از هفتم پس از پیوند، 

قابل  hMSC+VPAگروه در نیمکره راست مخچه تنها 

ندی این یافته ها نشان داد که سلولهای پیو. ردیابی بود

 ل میاحتمالاً از دژنراسیون سلولهای عصبی جلوگیری به عم

شد این احتمال وجود دارد که ترشح فاکتورهای ر و آورند

پیوند سبب  توسط سلولهای بنیادی مزانشیمی در جایگاه

و بهبود اختلالات حرکتی شده حفظ سلولهای مخچه ای 

 . است

ی سلولرده های کنون مطالعات زیادی در مورد اینکه چه تا 

اما  .(29)صورت گرفته است هستند،سلول درمانی ی بمناس

بع سلولی کارآمدی که بیشترین مهاجرت و لانه معرفی من

هنوز مورد تحقیق و  ،گزینی را به مناطق آسیب دیده دارد

های بنیادی بافت چربی در سلول .(29)بررسی است

مهندسی بافت و سلول درمانی به دلیل سرکوب ایمنی و 

 .(30)قابلیت تمایز به رده های مختلف سلولی کاربرد دارند

هر چه سلول ها میزان رسپتورهای  با توجه به اینکه

کموکاینی بیشتری بیان کنند میتوان انتظار داشت که قدرت 

 .(31)مهاجرت بیشتری به مناطق آسیب دیده داشته باشند

مطالعات نشان داده اند که این سلولها به نسبت سلولهای 

رسپتورهای کموکاینی بنیادی مغز استخوان بیان بیشتری از 

به نظر میرسد که دستکاری این طرفی، از  .(31)را دارند

رسپتورها در جهت بیان بیشتر می تواند منجر به افزایش توان 

مهاجرت و لانه گزینی سلول های بنیادی تزریق شده به 

 .(21)داخل بدن شود

قبل از پیوند  VPAتیمار سلول های بنیادی مزانشیمی با 

در  مهاجرت این سلول ها را به سوی مناطق آسیب دیده مغز

 .(15)رت ها افزایش می دهد و لانه گزینی را بیشتر می کند

همچنین، سلول های بنیادی مزانشیمی تیمار شده به وسیله 

VPA  حجم بافت آسیب دیده هدف را کاهش می دهد و

آنژیوژنز و ترمیم عملکردی را در کورتکس و جسم مختلط 

نادری مشکین و همکارانش نشان  .(15)ارتقاء می بخشد

اند که تیمار سلولهای بنیادی بافت چربی انسان به  داده

کمک عواملی که تقلید کننده شرایط هایپوکسیک هستند، 

را افزایش می  CXCR4بیان فاکتورهای کموکاینی مانند 

دهند و از این رو سبب افزایش مهاجرت سلولهای بنیادی در 

های ساعته سلول 48تیمار  .(13)می شوند in vitroشرایط 

میلی مولار میزان بیان  5در غلظت  VPAی با بنیاد

CXCR4  چندین برابر افزایش میدهد و احتمالاً این امر را

 inسبب افزایش قابلیت مهاجرت این سلولها در شرایط 

vivio (02)می گردد. 

 یمارت بنیادی سلولهایدر مطالعه اخیر، گروه دریافت کننده 

و، در سه بازه زمانی دVPA (hMSC+VPA )شده با 

رد مو سایر گروههاچهار و شش هفته پس از پیوند سلول با 

ا ب هاسلول مقایسه قرار گرفتند و نتایج نشان داد که تیمار

VPA افزایش زمان معلق  ،سبب افزایش قدرت عضلانی

وبی چو افزایش سرعت راه رفتن بر روی میله ماندن از سیم 

یوند، پپس از های پایانی می گردد. به گونه ای که در هفته 

گروه  با hMSC+VPAبین گروه  اختلاف معنی داری

ه دید (hMSC) دریافت کننده سلولهای بنیادی تیمار نشده

هفته  7بنیادی نشاندار  سلولمشاهده جمعیت قابل توجه شد. 

پس از پیوند در نیمکره آسیب دیده مخچه گروه 

hMSC+VPA  نیز نشاندهنده نقشVPA  در القاء لانه

 باشد. گزینی سلولی می
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 نتیجه گیری
بهبودی عملکردی دژنراسیون  ازای تحقیق حاضر نشانه

مخچه پس از سلول درمانی با استفاده از سلولهای بنیادی 

نقش لانه گزینی و مهاجرت در  و نشاندهنده مزانشیمی

در واقع، پیش است. افزایش قابلیت درمانی سلولهای بنیادی 

ربی با استفاده از تیمار سلولهای بنیادی مزانشیمی بافت چ

یک مهارگر هیستون داستیلازی )والپروئیک اسید( توانست 

سبب بهبود عملکردی با در نظر گرفتن تقویت لانه گزینی 

جایگزینی هرچند، سلولها در ناحیه آسیب دیده داشته باشد. 

رفتاری  تنها با آزمون هایسلولی و برقراری مدارات عصبی 

به مطالعات دقیقتر قابل توجیه نیست این امر نیاز 

  ایمنوهیستوشیمی و تصویربرداری عصبی دارد.

 

  تشکر و قدردانی
از زحمات معاونت و مدیریت محترم  پژوهش دانشگاه آزاد 

اسلامی شیراز در اعطای تسهیلات لازم جهت اجرای این 

 پروژه صمیمانه قدردانی می شود.

 

اس قوانین حمایت از حیوانات آزمایشگاهی ملاحضات اخلاقی با نظارت ر اسو ب95-4172-3345شماره : مطابق مجوز تاییدیه اخلاقی

 رعایت گردید.کمیته اخلاقی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز 

 : هیچگونه تعارض منافعی توسط نویسنده بیان نشده است.تعارض منافع

 .مین شده استانه تأاسلامی شیراز و در قالب پژوه : بخشی از منابع مالی این پروژه توسط معاونت پژوهش دانشگاه آزادمنابع مالی
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