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  چکیده

، نورون زایی در منطقه شکنج (SNc)هاي دوپامینرژیک بخش متراکم جسم سیاه دوپامین آزاد شده از نورون :زمینه و هدف
نورون زایی  ،آسیب نورون هاي دوپامینرژیک در بیماري پارکینسون به دلیل .میدهدهیپوکمپ را تحت تاثیر قرار  (DG)دندانه اي 

براي جبران لذا پیوند سلول هاي بنیادي روش درمانی مناسبی . کاهش یافته و بدنبال آن با اختلال حافظه همراه خواهد بود DG در
  .نورون هاي از دست رفته می باشد

اثر پیوند داخل وریدي سلول هاي بنیادي مشتق شده از  آزمایشگاهی بود که -، تجربیدر این تحقیقروش مطالعه  :روش بررسی
قرار  مورد بررسی) مدل اختلال حافظه ي پارکینسون(هیدروکسی دوپامین  -6چربی بر نورون زایی هیپوکمپ بعد از ضایعه با 

  .گرفت
موش هاي صحرایی نر نژاد ویستار مدل هاي مورد نظر تهیه گردید، به طوري که گروه  SNcدر  OHDA-6با تزریق دو طرفه 

گروه . تزریق گردید SNcبه صورت دو طرفه به  نرمال سالین میکرولیتر 2در نوروتوکسین میکروگرم  6گروه آسیب به میزان : اول
گروه . تزریق گردید SNcبه عنوان گروه شم که نرمال سالین به جاي نوروتوکسین و به همان میزان به صورت دو طرفه به : دوم
مورد  CD90گر روش ایمنوسیتوشیمی براي نشانکه با ADSC سلول هايپاساژ سوم  حیوانات آسیب دیده که به آنها،: سوم

گروه . از طریق ورید دمی پیوند زده شده بود)  MEM –αلیتر محیط کرومی 500سلول در  106×1(  ودندارزیابی قرار گرفته ب
پس از طی شدن مراحل .  طریق ورید دمی تزریق شد از کشت محیط میکرو لیتر 500حیوانات آسیب دیده که به آنها فقط : چهارم

، آب گیري، تهیه بلوك %4دن جدا شده و مغزها خارج گردیدند، پس از فیکساسیون با پارافرمالدئید درمان سرهاي موش ها از ب
 اطقل ویوله رنگ آمیزي شدند و شمارش سلول ها در منیزبا کربرش ها . میکرونی گرفته شد 10هاي پارافینی، برش هاي 

DG،CA1   وCA3 داده ها با استفاده از آنالیز واریانس یک طرفه  .هیپوکمپ صورت گرفت(ANOVA)  و آزمونTukey 
  .معنی دار در نظر گرفته شد)  P≥05/0(خطاي معیار ارائه گردید،  ± نتایج به صورت میانگین. بررسی گردید

نسبت به آسیب و محیط کشت  هاي در گروه CA3  و DG ، CA1نورون ها ي نواحیتعداد کاهش معنا داري در : یافته ها
در گروه سلول افزایش معناداري را نسبت به گروه  نورون ها در همین نواحیهمچنین تعداد  ).P>001/0(مشاهده شدگروه شم 

   ).P>001/0( محیط کشت و آسیب نشان دادهاي 
ء ه و از مرگ نورون ها در اثر القانوروپروتکتیو بر هیپوکمپ داشت راز طریق ورید دمی اث ADSCپیوند سلول هاي  :نتیجه گیري
6-OHDA باشدروش مناسبی در بهبود اختلال حافظه ي پارکینسون  می تواند به طوري که سلول درمانی ،جلوگیري می کند.  

  .حافظه، نورون زاییسلول بنیادي مشتق شده از چربی، بیماري پارکینسون، هیپوکمپ،  :واژگان کلیدي
 7/3/93:پذیرش 6/3/93:اصلاحیه نهایی 3/5/92:وصول مقاله
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  مقدمه
 یبعصهاي دژنراتیو سیستم بیماريبیماري پارکینسون از 

سال را  65درصد جمعیت بالاي  2مرکزي است که بیش از 
این بیماري از دیدگاه آسیب شناسی با از بین . کند درگیر می

 هاي دوپامینرژیک بخش متراکم جسم سیاهرفتن نورون
1)SNc (بخش شکمی تگمنتوم و VTA2 بخشی . همراه است

به ناحیه پشتی جسم مخطط ختم  SNcهاي از خروجی
که  SNcهاي دیگري از بخش داخلی خروجی شود و نیز می

VTA آمیگدالوئید،  و به هستهشود شروع شده نامیده می
هیپوکمپ وارد ) DG(هاي سینگولی و دندانه اي  شکنج

به مجموعه این مسیرهاي عصبی سیستم  شوند، می
  .)1( شودگفته می 3دوپامینرژیک مزولیمبیک

یافته در مغز هیپوکمپ یک منطقه سازماندهی شده و تمایز 
 Hippocampus properو DGاست و از دو منطقه 

 Hippocampusنورون هاي منطقه ي . تشکیل شده است

proper  به سه گروهCA1 ،CA2  وCA3  تقسیم می شوند
. هم به این سه گروه اضافه می گردد CA4که در انسان 

از نوع  Hippocampus properنورون هاي غالب در 
نوروژنزیس  .)2( از نوع گرانولار هستند DGهرمی ولی در 

اتفاق  5SGZ و SVZ4در دو منطقه خاص که عبارتند از 
به   RMS 6از طریق SVZسلول هاي تکثیر یافته در . افتد می

پیاز بویایی مهاجرت می کنند و در آنجا به انواع اینترنورون 
به لایه  SGZهاي تکثیر یافته در لتمایز می یابند و سلو

 ، چنانچهمولکولی رفته و به نورون هاي نابالغ تمایز می یابند
 CA3به هیلوس و منطقه  نورون هاي مذکور آکسون هاي

و دندریت آن ها به لایه مولکولی رفته و  )مسیرخزه اي(
هاي  نورون. )3( دریافت می کنندقشربویایی  سیگنال هایی از

تقسیم  زیر گروه هاییدوپامینی مغز میانی از نظر عملکرد به 

                                                             
1Substantia nigra parscompacta 
2Ventral tegmental area 
3Mesolimbic dopaminergic system 
4Subventricular zone 
5Subgranular zone 
6Rostral migratory stream 

این نورون ها  ، VTAمی شوند که عبارتند از جسم سیاه و 
 نقش اساسی در کنترل حرکات ارادي و تنظیم عاطفی دارند

هاي دوپامینی جسم سیاه، خروجی هایی به بخش  نورون .)4(
می فرستند و اعمال حرکتی را  جسم مخطط شکمی-پشتی

، خروجی هایی VTAنورون هاي همچنین تنظیم می کنند و 
و نواحی کورتیکال و  جسم مخططمیانی  -به بخش شکمی

سیستم لیمبیک می فرستند و در تنظیم رفتار عاطفی نقش 
دوپامین از طریق میانکنش با رسپتورهایش عمل  .)4( دارند

گروه اصلی تقسیم  دوبه  یهاي دوپامینکند که رسپتورمی
 D 2خانواده  و) 5D و 1D )1Dشوند که شامل خانواده می

)2D، 3D 4 وD (رسپتورهاي دوپامینی در  .باشدمی
حضور دارند و  دهایی چون کلیه، سیستم عروقی، غد مکان
عضلانی و  وساعمالی چون سدیم هموستاز، تن بر عمدتاً

به طوري که رسپتورهاي . ثیر می گذارندتأترشح هورمون 
به فراوانی در طول تکوین در مناطق  3دوپامینی نوع 

تلیال بیان شده و در نوروژنزیس درگیر هستند و  نورواپی
قرار  جسم مخططحرکتی  -در بخش حسی D2رسپتورهاي 

نقص در رسپتورهاي دوپامینی عامل مهمی در ایجاد . دارند
 باشد می ، افزایش فشار خون و اعتیادADHA7اختلالات 

به جز  از عواملی که در نوروژنزیس دخالت دارند. )5(
توان به استرس، پیري، ورزش، استروژن،  میدوپامین، 

 گیاهان دارویی و استفاده از سلول هاي بنیادي اشاره نمود
)6(.  

از آنجا که بیماري پارکینسون با تخریب پیشرونده 
پیوند ، لذا دوپامینرژیک مغز میانی همراه استهاي  نورون

جبران براي  مناسبی درمانی روشسلول هاي بنیادي 
سلول هاي بنیادي . می باشد ست رفتههاي از د نورون
که حداقل با دو ویژگی  اي هستند هاي تمایز نیافته سلول

تقسیمات مکرر خود تکثیري و توانایی تمایز به بیش از یک 
 دهند توانایی ترمیم از خود نشان می، سلول در محیط زنده

یکی از انواع سلول هاي بنیادي، سلول هاي بنیادي بالغ . )7(

                                                             
7Attention Deficit Hyperactivity Disorder 
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اغلب خاموش بوده و به کندي تکثیر می یابند اما هستند که 
در زمان آسیب یا مرگ سلول توانایی  ترمیم و قدرت تکثیر 

یکی از مهم ترین این سلول ها، سلول هاي . پیدا می کنند
هستند که بسیار در دسترس بوده و ) MSC(ی بنیادي مزانشیم

می توان آن ها را از مغز استخوان یا بافت چربی استخراج 
پس از پیوند   MSCاثر نوروپروتکتیو سلول هاي. )8( کرد

به . هاي مدل پارکینسونی به اثبات رسیده است به موش
طوریکه با توجه به ریز محیطی که در محل پیوند فراهم 

شود، این سلول ها قادرند یا خود به نورون هاي فانکشنال  می
هاي نوروتروفیک تمایز یابند و یا با ترشح فاکتور

به  ینورونپیش سازهاي منجر به تمایز BDNF  ,NGFمثل
  .)9( نورون هاي دوپامینرژیک گردند

یکی از انواع سلول هاي بنیادي مزانشیمال، سلول هاي بنیادي 
می باشد این سلول ها ) BMSC( 1مشتق شده از مغز استخوان

ها را تولید  بلاست مانند بوده، انواع سیتوکینطویل و فیبرو
و تمایز پیدا  تکثیر یافته در محیط آزمایشگاه .)10( می کنند

هاي بنیادي غیر هماتوپویتیک در مغز  حضور سلول. کنندمی 
سال قبل براي اولین بار توسط پاتولوژیست  130استخوان 

مغز  ،بنا بر گفته هاي وي. آلمانی به نام کوهنهام شناسایی شد
استخوان منبعی از فیبروبلاست هاي ذخیره کننده فیبر کلاژن 

همچنین مغز . )11( است که در ترمیم و آسیب نقش دارد
استخوان حاوي سلول هایی است تمایز به دیگر سلول هاي 

از جمله ویژگی هاي این . رندمزانشیمی و فیبرو بلاستی را دا
کند کاهش  می محدودها را  ها که استفاده کلینیکی آن سلول

تعداد توانایی تمایز به همراه افزایش سن و داشتن خاصیت 
داخل وریدي  به طوریکه پس از پیوند .تهاجمی می باشد

به موش هاي مدل پارکینسونی، بهبود BMSC سلول هاي 
رفتار حرکتی در آنها مشاهده شده و همچنین از سرعت 

 جسم سیاه و فیبرهايتخریب نورون هاي دوپامینی در 
هاي مختلف  روش. )12( عصبی در جسم مخطط کاسته شده

کنون به کار گرفته شده نتوانسته سلول درمانی که تا

                                                             
1Bone marrow stem cells 

ن هاي از دست رفته در بیماري پارکینسون را جبرا سلول
) ADSC(2هاي بنیادي چربیکند، لذا در این تحقیق از سلول

یکی همانگونه که ذکر شد این سلول ها، . استفاده شده است
بافت چربی . هستنداز انواع سلول هاي بنیادي مزانشیمی 

 سلول هاي اندوتلیالحاوي یک جمعیت استرومایی از 
 بنیادي است هاي عروقی، سلول هاي ماهیچه صاف و سلول

این جمعیت از سلول هاي بنیادي داراي قدرت تکثیر . )13(
و توانایی تمایز به غضروف، استخوان، بافت قلبی و ماهیچه 

کاهش  ADSCاز اثرات درمانی . )14( تی را دارنداسکل
التهاب، همچنین داراي اثراتی در تعدیل سیستم ایمنی 

این سلول ها قابلیت ترشح سیتوکین ها و فاکتورهاي  ،هستند
 باشند این کاندید مناسبی براي پیوند می، بنابردارند رشد را

)15(.  
هاي  نورون OHDA-6 3در این تحقیق با تزریق دو طرفه
به  .تخریب گردیدVTA دوپامینی دو منطقه جسم سیاه و 

دلیل وجود ارتباط عصبی بین این مناطق و هیپوکمپ اختلال 
که می توان از فاکتورهاي  شدحافظه مشابه پارکینسون ایجاد 

ظه در این بیماران استفاده زیادي براي بهبود اختلال حاف
همچنین  در این مطالعه براي تحریک نورون زایی وکرد، 

از  ADSCجلوگیري از مرگ نورون ها از پیوند سلول هاي 
گردید و  ستفادهطریق ورید دمی به موش آسیب دیده ا

اثرات نوروژنزیس و نوروپروتکتیو در هیپوکمپ بررسی 
  .شد

  
  روش بررسی

. آزمایشگاهی می باشد -یک مطالعه تجربی حاضر،مطالعه 
 هاي بنیادي در این تحقیق اثر پیوند داخل وریدي سلول

مشتق شده از چربی بر نورون زایی هیپوکمپ بعد از ضایعه با 
) مدل اختلال حافظه ي پارکینسون(هیدروکسی دوپامین  -6

 یاز قربان به این ترتیب که پس. مورد بررسی قرار گرفت
ی با کریزل پوکمپیهمقاطع  يزیرنگ آمو حیوان کردن 

                                                             
2Adipose derived stem cells 
36-hydroxydopamine 
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 CA3و  DG  ،CA1طقادر منی تراکم سلول ویوله،
   .با یکدیگر مقایسه شد پوکمپیه

سر موش صحرایی نر بالغ نژاد ویستار  28این مطالعه بر روي 
گرم خریداري شده از انیستیتو  220-280با وزن تقریبی 

 .رازي کرج، در دانشکده زیست شناسی دامغان انجام شد
اصول اخلاقی کار برروي حیوانات بر اساس دستور کار 

. زیست شناسی دامغان رعایت شد کمیته اخلاقی دانشکده
موش هاي صحرایی به طور تصادفی به چهار گروه تقسیم 

هیدروبرمید ( OHDA-6نوروتوکسین : گروه اول. شدند
میکرولیتر نرمال سالین  2 میکروگرم در 6 به میزان ) سیگما

میکرولیتر در دقیقه و به صورت دو طرفه در  33/0 با سرعت
نرمال : گروه دوم). گروه آسیب(تزریق شد  SNC محل

سالین به جاي نوروتوکسین به صورت دو طرفه در محل 
SNc  گروه شم(به همان اندازه ي نوروتوکسین تزریق شد .(

پاساژ سوم سلول بنیادي مشتق شده از چربی : گروه سوم
از ) MEM –αمیکرولیتر محیط 500 سلول در1 ×106(

تون به موش هاي آسیب طریق ورید دمی با سرنگ همیل
  ).گروه سلول(دیده تزریق شد 

 500هاي آسیب دیده با نوروتوکسین، به موش: گروه چهارم
از طریق ورید دمی  α-MEMلیتر محیط کشت کرومی

  ).گروه محیط کشت(تزریق شد 
براي جمع آوري داده ها روش هاي زیر مورد استفاده قرار 

  :گرفتند
  :OHDA-6ایجاد مدل تجربی موش صحرایی آسیب دیده با 

حیوانات پیش ازعمل جراحی،  با تزریق درون صفاقی 
به کمک میله  سر حیوانات . زایلازین بیهوش شدند -کتامین

گاه هاي داخل گوشی در دست دهانی جلویی و میله
ایجاد برشی طولی در حد استریوتاکس ثابت شد و پس از 

، سطح روي جمجمه تمیز شده و ها ها و گوش فاصل چشم
 -قدامیمیلی متر   -0/5با مختصات  )SNC( سپس منطقه ي

 -داخلی ±1/2پشتی و -میلی متر شکمی -7/7و  خلفی
روي سطح  پاکسینوس، مطابق با مختصات اطلس خارجی

پس از . علامتگذاري شد جمجمه با کمک دستگاه تنظیم و

دریل ذاري شده به کمک سوراخ کردن محل علامتگ
میکرولیتر  2 در OHDA-6 میکروگرم 6، دندانپزشکی

 به صورت دو طرفه درون حل شد و %9/0محلول نمکی 
SNC تزریقات با سرنگ  .راست مغز تزریق گردید چپ و

میکرولیتري و با کمک پمپ میکرواینجکشن با  50 همیلتون
به منظور . میکرولیتر در دقیقه انجام شد 33/0 سرعت

گ و نیز براي بازگشت محلول به درون سرنجلوگیري از 
دقیقه  5، سرسوزن به مدت SNCدرون انتشار بهتر محلول 

پس از تزریق در جاي خود باقی ماند به منظور جلوگیري از 
هاي بعدي در پایان جراحی، آنتی بیوتیک پنی سیلین  عفونت

، اتمام عمل جراحی پس از. )16و17( به حیوانات تزریق شد
به هوش آمدن به اطاقی با  جراحی شده تا زمانحیوانات 

به هوش آمدن به طور  دماي مناسب انتقال یافتند و پس از
روز دوره  ششپس از گذشت . انفرادي نگه داشته شدند

 .هاي سه تایی قرار گرفتند ، حیوانات در قفسبهبودي

  براي تزریق سلول ها آماده سازي
 2-3چربی، قطعات هاي بنیادي بافت براي استخراج سلول

جدا  زیر جلدي ناحیه پشت تنه را چربی بافت متري ازسانتی
 استفاده مورد استخراج جهت و شسته PBSکرده، سپس با 

و در زیر هود لامینار تحت شرایط استریل  .گرفت قرار
استفاده از تیغ با  مکانیکی هضم از چربی پس قطعات بافت

 هضم و تري تبدیل شدهبه قطعات کوچک ،اسکالپل

 در) درصد 2/0(کلاژناز  توسط دقیقه 40آنزیمی به مدت 
-αکلاژناز با حجمی برابر از محیط . انجام شد C37°دماي 

MEM  درصد سرم جنین گاو غیرفعال شده  10غنی شده با 
و دماي  rpm1200 ،min5دور (و پس از سانتریفیوژ 

°C37 (2ها داخل فلاسک سلولcm25  در معرض محیطα-

MEM  درصد سرم جنین گاوي و در شرایط  10با
، %80ها به با رسیدن تراکم سلول. انکوباتور قرار داده شدند

 ابتدا محیط کالچرساب براي تهیه ها پاساژ داده شدند،سلول
 PBSها با پس از آن سلول و شدهتخلیه  رویی فلاسک

بر  EDTA/ادامه محلول تریپسین در. ه شدندددا شستشو
 5تا  3فلاسک سلولی به مدت . شدها ریخته روي سلول
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با مشاهده جدا  داده شد،قرار درجه  37دقیقه در انکوباتور 
ها از  جداسازي سلولها از کف فلاسک عمل شدن سلول

کف و از از  کاملاً هاتا سلول شدپتاژ انجام یپیکدیگر توسط 
. دگردیکدیگر جدا شده و سوسپانسیون سلولی تشکیل 

 منتقل و سانتریفوژاستریل سوسپانسیون سلولی به لوله فالکون 
پلاك سلولی تشکیل . دگردیتشکیل  یتا پلاك سلول شد

پیپتاژ شد و به % 10محیط سرم  CC  1شده از سلول با
 به همین ترتیبها پاساژ سلول. فلاسک کشت منتقل شد

 به صورتها  سلول به طوریکه سوم،پاساژ  تاداده شد ادامه 
. ندرید دمی پیوند زده شدواز طریق و  سوسپانسیون در آمده

روز بعد از ایجاد مدل پارکینسون صورت  6این پیوند 
  .گرفت

  CD90ایمنوسیتوشیمی براي مارکر 
براي کشت سلول برروي لامل استریل، پاساژ سوم سلول ها 

درصد  1/0گذاري شده آغشته به ژلاتین به پتري دیش لامل
  . منتقل گردید و یک روز بعد ایمنوهیستوشیمی انجام شد

 (Miltenyi Biotec -130094524)از آنتی بادي اولیه 
رودامین کونژوگه به  ضد موشبادي ثانویه  آنتیو 

(Millipore-AP124R) ها  بررسی لامل .استفاده گردید
و  )Nikon Eclipse-E600(میکروسکوپ فلورسانس  با

 Nikon Digital Camera DXM(دوربین دیجیتال 

 .صورت گرفت )1200
   روش مطالعه بافتی

 پس از پایان یافتن دوره درمان، حیوانات با کتامین و
% 4زایلازین بیهوش شده و با استفاده از پارافرمالدئید 

به  خارج شد وهفته  8سپس مغزها پس از . ن شدندپرفیوژ
قرار گرفتند، % 4در فیکساتیو پارافرمالدئید ساعت  24مدت 

ها با پارافین انجام شد و با استفاده گیري نمونهبدنبال آن قالب
ها براي برش میکرونی تهیه و 10از میکروتوم روتاري مقاطع 

هاي ل ویوله و بررسیآمیزي بافتی کرزیرنگ
سپس توسط . ندایمنوهیستوشیمی جمع آوري شد

 ,NikonEclipse,  E  600) میکرسکوپ فلورسنت 

Japan) با بزرگنماییX40   و دوربین دیجیتال(Nikon, 

DXM 120, USA)  18(مطالعه و عکسبرداري شدند(.  
  رنگ آمیزي کرزیل ویوله

متر  میلی 8/2ي  توجه به اطلس پاکسینوس در محدودهبا 
در این محدوده مناطق (میلی متري آن  52/4پشت برگما تا 

DG  ،CA1  وCA3 مقاطع ) قابل مشاهده هستند
میکرون تهیه شد،  10میکروسکوپی کرونال با ضخامت 

برداشته  mµ 200مقطع با فاصله  7تا  5سپس از هر گروه 
مقاطع با  ،)برش یک برش برداشته شد 20از هر ( شده 

رنگ آمیزي شدند و  درصد 75/0کرزیل ویوله استات 
در پنج میدان دید با مساحت  ، 400X سپس با بزرگنمایی

m2µ 400 هایی که هسته گردي نورون. ندشمارش شد
هاي متراکم شده داشته و کروماتین شان به صورت توده

هاي آپوپتوتیک در نظر گرفته شدند بازوفیلیک بود، نورون
  .)18( شمارش نشدند و

 :(TH)تیروزین هیدروکسیلاز آنتی  ستوشیمیینوهمطالعه ایم

هاي دوپامینرژیک در اثر تأیید تخریب نورونبه منظور 
 TH آنتی باديآسیب با نوروتوکسین از آنتی

)Chemicon (بعد از طی کردن مراحل . استفاده شد
، دو HCLگیري، به مدت یک ساعت در دهی و آب آب

ژن تعدادي نرمال قرار گرفته شد، سپس جهت بازیابی آنتی
پنج  Tweenسیترات و  از مقاطع بافتی به همراه محلول بافر

وات به  720و 360، 180درصد در مایکروویو با برنامه صدم 
به دنبال این . ترتیب هر کدام سه دقیقه قرار داده شدند

دقیقه  5دو بار هر بار به مدت  TBSمراحل شستشو با 
 10سپس از محلول بلاك کننده سرم بز . صورت گرفت

هاي آنزیممدت یک ساعت، براي بلوکه کردن  درصد به
بادي ضد تیروزین انکوباسیون با آنتی. آندوژن استفاده شد

  0/3Tweenحاوي) 1: 200رقیق شده ( هیدروکسیلاز
گراد انجام درجه سانتی 4ساعت در دماي  24به مدت درصد 

دقیقه با  5به مدت  سه بار هر بار PBSسپس شستشو با . شد
به مدت یک ) 1:  200رقیق شده) (HRP( بادي ثانویهآنتی

بعد از گذشت . )19( درجه قرار داده شد 37ساعت در آون 
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ها به ها از آون خارج گردید و روي نمونهیک ساعت نمونه
) DAB )Diaminobenzidineدقیقه محلول  20مدت 

دقیقه آب  20ها به مدت ریخته شد، در ادامه بر روي نمونه
 %80،%70( هايمقطر ریخته شد، و پس از گذراندن از الکل

ها زایلول نهدقیقه بر روي نمو 20به مدت ) و مطلق 90%،
  .ریخته شد و با میکروسکوپ عکس گرفته شد

  :آماريآنالیزروش 
نسخه  SPSSنرم افزار  داده ها با استفاده ازتجزیه و تحلیل 

محاسبات آماري براي بررسی اختلاف بین . انجام گرفت 16
آنالیز واریانس یک طرفه گروه ها با استفاده از آزمون 

(ANOVA) به دنبال آن آزمون تکمیلی  وTukey  
 ارائه خطاي معیار±میانگین صورت به نتایج .انجام شد

نهایتاً  .معنی دار در نظر گرفته شد )P≥05/0( ،گردید
  .ترسیم گردید Excellهیستوگرام هاي مربوطه با 

  
  هایافته

،  SNCهیستوشیمی از منطقهدر ارزیابی بافتی به روش ایمنو 
مثبت را به عنوان مارکر دوپامینرژیکی  THبیان نورون هاي 

 THحضور نورون هاي ) 1(شکل  .مورد بررسی قرار دادیم
دهد، همانگونه آسیب  نشان می مثبت را در گروه هاي شم و

 THکه مشخص است در گروه شم تراکمی از نورون هاي 
ولی در گروه ) A(مثبت در محل تزریق دیده می شود 

 ).B(آسیب از این تراکم نورونی  کاسته شده است 

 

 

نوروتوکسین و آسیب دیده با ) A( شم هاي مثبت در گروه THهاي نورون: بخش متراکم جسم سیاه در ناحیه تزریق THایمنوهیستوشیمی آنتی : 1شکل 
)B ( که با محلولDAB اي دیده شدندبه رنگ قهوه.  

  
پاساژ سـوم  مورفولوژي دوکی شکل با ظاهر فیبروبلاستی در 

بررسـی   .2A)شـکل  ( مشـهودتر اسـت   ADSCهـاي  سلول
 نشــان داد کــه CD90ایمنوسیتوشــیمی نیــز بــراي نشــانگر  

ها به این نشانگر واکنش مثبـت نشـان دادنـد    تقریباً تمام سلول
 .(2C)و تصویر فاز کنتراست آن  2B)شکل (
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تعیین  (B). مورفولوژي دوکی شکل با زوائد سیتوپلاسمی در پاساژ سوم (A)تصویر فاز کنتراست سلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از بافت چربی : 2شکل 

  .فاز کنتراست همان تصویر (C). شوندکه با رنگ فلورسانس رودامین به رنگ قرمز دیده می CD90ها به روش ایمنوسیتوشیمی براي نشانگر سلولهویت 
 
 

پس از رنگ  را مپهیپوک منطقه شکنج دندانه اي 3شکل
آمیزي با کرزیل ویوله در دو گروه کنترل و آسیب نشان 

شود در گروه آسیب، از همان گونه که مشاهده می. دهدمی
.اي کاسته شده استها در منطقه شکنج دندانهتراکم نورون

.                     

  .B)(و گروه آسیب  (A)شم  هاي در گروهمپ پس از رنگ آمیزي با کرزیل ویوله هیپوکشکنج دندانه اي  هطقمن: 3شکل
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هاي بنیادي مشتق شده از به منظور بررسی اثرات پیوند سلول
  اي، مناطق شکنج دندانه زایی نورون بر) ADSC(چربی 

  

  

CA1  وCA3 ها از نظر کمی در هیپوکمپ تراکم نورون
  .)4-6هاي شکل( هاي مورد مطالعه محاسبه شد گروه

 

 

 .)D( محیط کشت، )C( ، سلولB)( آسیب ،(A) هاي شمهیپوکمپ در گروه DGها در ناحیه تراکم نورون: 4شکل
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  .)D( محیط کشت، )C( ، سلول)B( ، آسیب)A( شم هاي هیپوکمپ در گروه CA1ها در ناحیه تراکم نورون: 5شکل
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  )D( محیط کشت، )C( ، سلول)B( ، آسیب)A( هاي شمهیپوکمپ در گروه CA3ها در ناحیه در تراکم نورون: 6شکل

داري در تعداد افزایش معنی  ،در گروه پیوند سلول
هیپوکمپ نسبت به گروه  DGهاي گرانولار در ناحیه  سلول

همچنین تعداد ). P>05/0( مشاهده شد α-Memآسیب و 
کاهش  α-Memهاي گرانولار در گروه آسیب و سلول

 ()P>05/0( داري نسبت به گروه شم نشان دادمعنی 
 ).1نمودار

داري در تعداد افزایش معنی  ،در گروه پیوند سلول
هیپوکمپ نسبت به  CA1هاي پیرامیدال در ناحیه  سلول

همچنین ). P>05/0( مشاهده شد α-Memگروه آسیب و 
 α-Memهاي پیرامیدال در گروه آسیب و تعداد سلول

 ()P>05/0( داري نسبت به گروه شم نشان دادکاهش معنی 
  ).2( نمودار
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داري در تعداد افزایش معنی  ،در گروه پیوند سلول
هیپوکمپ نسبت به  CA3هاي پیرامیدال در ناحیه  لسلو

همچنین ). P>05/0( مشاهده شد α-Memگروه آسیب و 

 α-Memهاي پیرامیدال در گروه آسیب و تعداد سلول
 داري نسبت به گروه شم نشان دادی کاهش معن

)05/0<P()3نمودار.( 

 

تفاوت معنی دار با گروه .  * هاي مورد مطالعهدر گروه DGها در منطقه هاي بنیادي چربی بر تراکم نورونتأثیر پیوند داخل وریدي سلول -1نمودار
 .)P>001/0(تفاوت معنی دار با گروه آسیب و محیط کشت  #)P>000/0(شم

 

تفاوت معنی دار با گروه . * هاي مورد مطالعهدر گروه CA1ها در منطقه هاي بنیادي چربی بر تراکم نورونتأثیر پیوند داخل وریدي سلول -2نمودار
 .)P>001/0(گروه آسیب و محیط کشتتفاوت معنی دار با  #)P>000/0(شم
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تفاوت معنی دار با گروه . * هاي مورد مطالعهدر گروه CA3ها در منطقه هاي بنیادي چربی بر تراکم نورونتأثیر پیوند داخل وریدي سلول -3نمودار
 .)P>001/0(کشت و محیط تفاوت معنی دار با گروه آسیب #)P>000/0(شم

  بحث
هاي دوپامینرژیک بیماري پارکینسون با تخریب نورون

بخش متراکم جسم سیاه و فقدان دوپامین در مسیر 
کاهش  .نیگرواستریاتال و مزوکورتیکولیمبیک همراه است

گردد که در مراحل دوپامین باعث اختلالات شناختی می
دوپامین در تعدیل . )20( شوداولیه بیماري مشاهده می

و  Gasbarri. )21( و انگیزه دخالت دارد فظهحرکات، حا
گزارش کردند که ضایعه در  1996همکارانش در سال 

مپ باعث اختلال در حافظه وکمزوهیپ دوپامینیسیستم 
در سال  Robbinsو  Brown .)22( گرددفضایی می

دوپامینرژیک  هاي خروجیآسیب  ،بیان کردند 1991
 -یابی فضایییابی و موقعیتهاي جهتتغییراتی را در رفتار

هاي آوران .کندبینایی در مدت زمان پاسخ دهی ایجاد می
، پلاستیسیتی طولانی VTAاز  دوپامینرژیکهاي نورون
نشان تحقیقات . )23( القاء می کنندمپ در هیپوکرا 1مدت 

در  OHDA-6پس از تزریق مستقیم  SNcآسیب  اند داده
هاي حافظه هاي صحرایی باعث اختلال در آزمونموش

بدون تغییرات عمده حرکتی و  PDشبیه به علائم کاري 
در  PDدر تحقیق حاضر جهت ایجاد مدل  .)24( گردد می

                                                             
1Long term  plasticity 

این . استفاده شد  OHDA-6موش صحرایی از تزریق
، جسم 2داخلینوار مغزي در مناطق  نوروتوکسین عمدتاً

که  شودتزریق می SNcمخطط و یا به طور مستقیم در 
 گرددمی DAهاي متعاقب آن سبب حذف انتخابی نورون

)25(. 

به صورت  SNcدر نواحی OHDA-6در تحقیق حاضر 
 VTAدوطرفه تزریق شد با توجه به مجاورت این منطقه با 

بخش اعظم  با توجه به اینکه تخریب شده، DAهاي نورون
 ،شوندمپ وارد میها به هیپوکهاي این نورونخروجی

مپ را تحت تأثیر مرتبط با هیپوک DAهاي بنابراین نورون
 استرس اکسیداتیو ا مکانیسمکه ببه طوري دهند قرار می

گردد و در نهایت اختلال شناختی در می نورونباعث مرگ 
-6نوروتوکسین . )26( خواهد شدحیوانات مشاهده 

OHDA هاي با اثر سمی خود که مربوط به تولید رادیکال
سبب تخریب جسم سلولی  ،وابسته به اکسیژن است

دان واقع در مغز میانی شده و متعاقب آن فق DAهاي  نورون
را به دنبال خواهد مپ دوپامین در جسم مخطط و هیپوک

 OHDA-6از نوروتوکسین  در این تحقیق. )27( داشت
براي تخریب نورون هاي دوپامینرژیک جسم سیاه مغز میانی 
                                                             
2Medial forebrain bundle 
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، وجه به اینکه نوروتوکسین ذکر شدهبا ت. استفاده شد
 آنالوگ کته کولامین است و باعث القاء مرگ نورون هاي 

SNc بت کرده این ترکیب با تحقیقات بسیاري ثا. میگردد
قادر است  (ROS)گر اکسیژنی  هاي واکنش ایجاد گونه

 inو  in vitroاي دوپامینی را در هر دو شرایط نورون ه

vivo اگر بتوان ترکیبات آنتی اکسیدانتی . تخریب کند
مناسبی را انتخاب کرد و یا با پیوند سلول هاي بنیادي و تمایز 

تا حدي از دست  می توان سلول ها به نورون در محل آسیب
سلول هاي بنیادي با ترشح . رفتن نورون ها را جبران کرد

اکتورهاي رشد عصبی قادرند در محل آسیب از مرگ ف
نورون هاي باقی مانده جلوگیري کرده و اثر نوروپروتکتیو 

چنانچه تحقیقی نشان داده در محیط کشت این . اشندبداشته 
و در  سلول ها فاکتورهاي نوروپروتکتیو را ترشح می کنند

روند محل پیوند قادرند با ترشح این فاکتورها منجر به تسریع 
هاي بنیادي که در درمان  سلول. )28( بهبودي گردند

هایی  روند باید از ویژگی هاي نورودژنراتیو به کار می بیماري
دسترسی به آنها آسان و  -1: برخوردار باشند از جمله آنکه

از  -2جداسازي شان با کمترین آسیب بافتی همراه باشد 
هاي  سلول در حالیکه ،قدرت تکثیر بالایی برخوردار بوده

حاصل از تکثیر ظرفیت تمایزي شان را حفظ کرده و بتوانند 
از سد  -3به انواع سلول ها بخصوص نورون تمایز یابند 

و و در محل آسیب جوش خورده  مغزي بگذرند -خونی
. اشندتومورزا نب -4 پاسخ ایمنی را در میزبان تحریک نکنند

چربی  بافتهاي بنیادي، سلول هاي بنیادي  در میان سلول
از   ADSC .)29-31( دارا هستند تمامی این ویژگی ها را

پوتنسی فولوژي، توانایی مولتیرلحاظ فنوتیپ ایمنی، مو
براي اولین بار  ADSCحضور . )32( است BMSCمشابه 

ها قابلیت تمایز به  ADSCگزارش شد،  توسط زوك
را  استئوسیت و هاي سلولی آدیپوسیت، میوسیتدودمان

کاهش التهاب،  ADSCاز اثرات درمانی . )33-35( دارند
تعدیل در سیستم ایمنی، همچنین در درمان آسیب ناشی از 

اخیراً  . )36( گردد تخریب غضروف و تاندون استفاده می

و  ADSCسلول هاي گزارشاتی وجود دارد مبنی بر پیوند 
به دنبال آن محافظت نورونی در منطقه آسیب پس از تزریق 

6-OHDA ، به طوریکه اعتقاد بر آنست که ترشح
فاکتورهاي نوروتروفیک به وسیله این سلول ها در محل 

گروهی از محققین نیز معتقدند . تواند مؤثر باشد پیوند می
پیوند شده در محل آسیب به  احتمال دارد سلول هاي

هاي فانکشنال تمایز یافته باشند، ولی هنوز به درستی  نورون
نقش  اکتورهاي نوروتروفیکمشخص نشده که آیا ف

   به نورون هاي پیوند زده شده مهمتري دارند یا تمایز سلول
هاي گرانولی مخچه  نورون 2013در سال  Wang. )37و38(

-6 و بخش فوقانی مغز میانی آسیب دیده با نوروتوکسین 

OHDA  را در معرض محیط کشت سلول هايADSC 
. ا مشاهده کردقرار داد و کاهشی در آپوپتوز این سلول ه

وي کاهش مرگ سلولی را ناشی از اثر آنتی اکسیدانتی 
 و وجود فاکتورهاي نوروتروفیک در آن محیط کشت

هاي این در تحقیق حاضر، پیوند سلولبنابر. )39( دانست
  .بنیادي مشتق از چربی از طریق ورید دمی موش انجام شد

 Parkبیان کردند که استفاده از  همکاران، وMSC  در مدل
موش پارکینسون یک اثر نوروپروتکتیو روي فقدان عصبی 

هاي دوپامینی از از نورون MSCبه طوري که . دارد
محافظت  invivoو invitroدر محیط مثبت  THهاي  سلول

 ، پس ازبهبود عملکرد عصبی نیزدر گزارشی . )40( کندمی
مشاهده  ADSC تزریق و متعاقب آن  آسیب نخاعی در سگ

تأیید کرد که پس از پیوند  2002در سال  Li . )41( شده
BMSC  هاي صحرایی بالغ مدل موش جسم مخططبه

هاي عصبی ها خصوصیات سلولاین سلول ،پارکینسون
دوپامینرژیک را پیدا کرده و بهبود عملکرد نورولوژیکال را 

  .)42و 43(در این حیوانات مشاهده نمود 
سلول تأکید کرد که به طوري که بررسی آماري شمارش 

سلول بنیادي مشتق از چربی، افزایش معنا  106 پیوند تقریباً
در مقایسه با  DGهاي گرانولار ناحیه داري در تعداد سلول

 همچنین در گروه پیوند سلول ).P>05/0( دادآسیب نشان 
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ADSC هاي پیرامیدال افزایش معنا داري در تعداد سلول
را نسبت به گروه آسیب مشاهده  CA3و  CA1منطقه 
نتایج شمارش سلول نشان داد که علی رغم قابلیت . نمودیم

و  مغزها و قرار گرفتن در همه مناطق مهاجرت این سلول
جسم سیاه، به دلیل ترشح یکسري فاکتور رشد از سمت 

ها به آن سمت سلول ،جسم سیاه در هاي صدمه دیدهنورون
هاي دوپامینی تمایز به نورون و در این منطقه همهاجرت کرد

هاي پارکینسونی یافته و در بهبود اختلال حافظه در موش
  .بودندمناسب و مؤثر 

  
  نتیجه گیري 

مدلی که در این پژوهش ایجاد گردید مدل مناسبی براي 
طوري که اختلال حافظه بیماري پارکینسون بود بهبررسی 

و تخریب  SNcدر  OHDA-6این مدل با تزریق دو طرفه 
موقعیت یابی ي  اختلال حافظه موجبها در هیپوکمپ نورون

هاي صحرایی مدل پارکینسونی که با موش. فضایی گردید
بی تیمار شده بودند، هاي بنیادي مشتق شده از چرپیوند سلول

مانند گروه به هاي بافتی و ایمنوهیستوشیمی  در طی بررسی
   .با گروه آسیب داشتند يو تفاوت معنی دار شم ظاهر شدند

هاي بنیادي چربی سلول کلی تیمار با  گیري عنوان نتیجهه ب
 ي براي بهبود اختلال حافظه مناسبیتواند روش درمانی می

  .دبیماري پارکینسون باش
  

  تشکر وقدردانی
نرجس  این مقاله حاصل بخشی از پایان نامه خانم سیده

ارشد بافت شناسی جنین شناسی از  کارشناسهاشمی راد 
بدین وسیله از دانشکده . باشد میدانشگاه دامغان 

شناسی و پژوهشکده علوم زیستی دانشگاه دامغان به  زیست
خاطر پرداخت هزینه مواد، وسایل و در اختیار گذاشتن 

.گرددقدردانی می امکانات آزمایشگاهی تشکر و
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