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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال هشتم    شماره 4    صفحات  235  تا  243    زمستان 1389

مقاله
تحقيقاتي

 تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان به سلول هاي دوپامينرژيك  
در مدل تجربي بيماري پاركينسون در موش هاي صحرايي

اكرم نژادي1، فريده قاضي2، مهرداد بختياري3، زهره عطايي4، *مهدي مهديزاده5

چكيد ه
سابقه و هدف: بررسي ها نشان داده است كه تعداد سلول هاي بنيادي زنده در ناحيه پيوند نقش بسيار مهمي در بهبود فعاليت عملكردي 
عضو دارد و مشخص شده كه راديكال هاي آزاد نقش عمده اي در كاهش حيات سلول هاي پيوند يافته دارند. در مطالعه حاضر به 
بررسي تجويز توأم كوآنزيم Q10 به همراه پيوند سلول هاي بنيادي مغز استخوان در موش هاي صحرايي مدل پاركينسون پرداختيم. 
مواد و روش ها: در اين مطالعه تجربي از موش هاي صحرايي نر نژاد ويستار كه به شش گروه زير تقسيم شده بودند استفاده گرديد، 
كه عبارتند از: گروه كنترل، شاهد، تخريب، درمان با تجويز خوراكي CoQ10، درمان با پيوند BMSCs و درمان توأم پيوند BMSCs به 
همراه تجويز خوراكي CoQ10. تجويز خوراكي CoQ10 با دوز mg/kg 200 روزانه از يك هفته قبل از ايجاد مدل شروع گرديد و در 
طول مدت درمان نيز ادامه داشت. ايجاد مدل آزمايشگاهي بيماري پاركينسون در موش هاي صحرايي گروه هاي درماني و گروه 
تخريب با تزريق 2/5 ميكروليتر محلول سالين 0/9 درصد حاوي 8 ميكروگرم 6-هيدروكسي دوپامين و 0/2 درصد اسيد اسكوربيك 

به بخش متراكم جسم سياه با روش استريوتاكسي صورت گرفت. در انتهاي دوره درماني دو ماهه مولكولي به عمل آمد. 
يافته ها:.بررسي هاي مولكولي وجود ژن TH را در هر سه گروه درماني نشان داد با اين تفاوت كه ميزان بيان ژن TH در گروه درماني 

.(P<0/001)  توأم نسبت به دو گروه درماني ديگر بيشتر بود
بحث و نتيجه گيري: استفاده توأم دو درمان نوروپروتكتيو و درمان جايگزيني مي تواند تاثير بهتري در درمان بيماري پاركينسون 
نسبت به هر يك از اين درمان ها به تنهايي داشته باشد و مي تواند در صورت انجام مطالعات بعدي و بيشتر، جايگزين درمان هاي 

رايج كنوني نيز گردد.
كلمات كليدي: كوآنزيم Q10، سلول استرومال مشتق از مغز استخوان، آپوپتوزيس، توأم درماني
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مقدمه
در  مهمي  بسيار  نقش  نيگرواسترياتال  دوپامينرژيكي  سيستم 
سازماندهي عملكردي عقده هاي قاعده اي (basal ganglia) مغز دارد 
و گواه بارز آن نواقص شديد حركتي است كه در بيماري پاركينسون 

بر اثر دژنراسيون اين سيستم بروز مي كند (1، 2).

بيماري پاركينسون يك بيماري نورودژنراتيو و پيشرونده مي باشد كه 
 ،(Tremor) با اختلالات حركتي و ناتوان كنندة متعددي شامل لرزش
سفتي حركات (Rigidity)، كندي حركات (Hypokynesia) و عدم 
تعادل وضعيتي همراه است (3). مشخصه بارز اين بيماري از نظر 
پاتولوژي، دژنراسيون آهسته و تدريجي نورون هاي دوپامينرژيك 
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بخش متراكم جسم سياه (Substantia nigra, SNC) مي باشد كه منجر 
به كاهش سطح دوپامين در نئواسترياتوم مي گردد (5، 4، 3).

در خصوص مكانيسم هاي پاتولوژيك و علت مرگ سلول هاي 
دوپامينرژيك بخش متراكم جسم سياه فرضيات متعددي از قبيل 
نقص كمپلكس I ميتوكندريائي مربوط به زنجيره انتقال الكترون، 
افزايش  و   P450 كبدي  سيتوكروم  عملكرد  اختلال  آهن،  تجمع 

تشكيل راديكال هاي آزاد مطرح است (6، 7). 
درمان  تا كنون به صورت  دارويي رايج اين بيماري  درمان هاي 
علامتي (Symptomatic treatment) با تجويز پيش سازهاي دوپامين، 
آگونيست ها و ساير آنالوگ هاي دوپامين مي باشد. رايج ترين داروي 
به كار رفته در كاهش علايم اين بيماري لودوپا (L-DOPA) است كه 
همچنان موثرترين دارو به شمار مي رود. اين دارو توانايي عبور از 
سد خوني- مغزي را دارد و باعث افزايش سنتز و آزاد شدن دوپامين 
و تسكين علايم بيماري مي شود. بيشتر بيماران پاسخ اوليه خوبي 
به اين دارو نشان مي دهند، اما بعد از استفاده دراز مدت و به ناچار 
دوزهاي بالاتر، در معرض اثرات زيان آور آن از جمله: ديسكنزيا، 
نوسانات اثر دارو، تغييرات حافظه و فقدان اثر دارو قرار مي گيرند 
بيماران  اكثر  بنابراين  مي يابد.  كاهش  درمان  كارآيي  نتيجه  در  و 
پاركينسوني در نهايت يك نوع ناتواني را تجربه خواهند كرد كه به 
وسيله درمان هاي قابل دسترس و رايج كنوني قابل كنترل نخواهد 
بود. بدين علت تلاش هاي گسترده و هماهنگي براي تكامل يك 
نوع درمان قطعي براي اين بيماري صورت گرفته تا روند تخريب 

نوروني در اين بيماري را متوقف يا كند سازد (4، 8).
از آنجايي كه سيستم عصبي ـ مركزي داراي ظرفيت بسيار محدودي 
براي رژنراسيون نورون هاي صدمه ديدة خود دارد و از آنجايي كه 
سلول هاي بنيادي، سلول هاي اوليه غير تمايز يافته اي هستند كه 
داراي خاصيت خودتكثيري (self-renewal) بوده و قابليت تمايز و 
تبديل شدن به انواع ديگر سلول هاي بدن را دارند، بنابراين پيوند 
سلول هاي بنيادي به عنوان يكي از استراتژي هاي درماني جديد 
براي درمان بيماري هاي نورودژنراتيو از جمله بيماري پاركينسون 

در حال بررسي مي باشد (9).
از ميان انواع سلول هاي بنيادي شناخته شده، سلول هاي بنيادي 
 (BMSCs: Bone marrow stromal استرومال مشتق از مغز استخوان
در  سهولت  علت  به  اتولوگوس  منبع  يك  عنوان  به   stem cells)

دستيابي به آنها و نداشتن مسائل اخلاقي و ايمونولوژيك و نداشتن 
خطر ايجاد تومور در محل پيوند كانديد خوبي جهت پيوند به 
شمار مي روند (10، 11، 12). مطالعات in vitro نشان داده است كه 
BMSCs در صورتي كه در محيط كشت حاوي فاكتورهاي تمايز 

عصب كشت داده شوند به سلول هاي داراي ماركر هاي عصبي از 
جمله ژن تيروزين هيدروكسيلاز (TH: Tyrosine hydroxylase)، كه 
به عنوان يكي از ماركرهاي شناخته شده سلول هاي دوپامينرژيك 

مي باشد، تمايز مي يابند (13، 14).
از آنجايي كه آزمايش هاى قبلي ثابت كرده است كه محيط احاطه 
كننده يك سلول بنيادي مي تواند تمايز نهايي آن را ديكته كند (15).

و همچنين احتمال تغيير قدرت توانايي در بيان ژن و ژنوم سلول 
در پاساژهاي طولاني مدت افزايش مي يابد و باعث افزايش خطر 
رشد غير قابل كنترل سلول مي شود (16). به همين علت در اين 
مطالعه، ما از پيوند BMSCs تمايز نيافته به بافت استرياتوم موش هاي 

صحرايي مدل پاركينسون استفاده مي كنيم.
اگر چه مطالعات آزمايشگاهي پيوند سلولي، نتايج اميد بخشي را نشان 
داده است. اما سلول هاي پيوند شده ميزان بقاي كمي پس از پيوند دارند 
و پس از مدتي دچار آپوپتوزيس مي شوند. يكي از مهمترين علت هاي 
عمر كم و آپوپتوزيس سلول هاي پيوند يافته عوامل اكسيداتيو دانسته 
شده است. در اين زمينه گفته شده كه راديكال هاي آزاد اكسيژن ناشي 
از هايپوكسي سلولي و ترومايي كه در طي آماده سازي و پيوند زدن 
سلول ها ايجاد مي شود مي تواند باعث پراكسيداسيون ليپيدي غشاي 

سلول هاي پيوندي و مرگ آنها در بافت ميزبان گردد (17).
 BMSCs به همين دليل در اين مطالعه علاوه بر استفاده از پيوند
تمايز نيافته به رتهاي مدل تجربي پاركينسون تصميم گرفته شد كه 
از يك عامل آنتي اكسيداني جهت از بين بردن راديكال هاي آزاد 
و جلوگيري از آپوپتوزيس سلول هاي بنيادي پيوند شده و افزايش 
عمر اين سلول ها در كمك براي فرصت كافي جهت تمايز يافتن 
آنها استفاده شود. در اين راستاCoenzyme Q10 (CoQ10)   به عنوان 
يك آنتي اكسيدان و عامل آنتي آپوپتوتيك شناخته شده در اين 

مطالعه انتخاب گرديد.
CoQ10 يك مولكول محلول در چربي است كه هم در غشا داخلي 

ميتوكندري و هم در غشاهاي ليپيدي بسياري از انواع سلول ها 
وجود دارد. CoQ10 يك كوفاكتور ضروري در زنجيره انتقال الكترون 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

اكرم نژادي و همكاران 237تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان به سلول هاي دوپامينرژيك  در...

ميتوكندري مي باشد. اين مولكول الكترون ها را از كمپلكس 1 و2 
دريافت و به كمپلكس 3 تحويل مي دهد و در واقع شكل احيا شده 
يوبي كينول (Ubiquinol) است كه به عنوان آنتي اكسيدان چربي دوست 
 ROS عمل مي كند. بنابراين از سلول در برابر راديكال هاي آزاد و
محافظت مي كند و سطح آنتي اكسيدان هاي ديگر مثل ويتامين E و 

اسيد اسكوربيك را افزايش مي دهد (18، 19، 20).
بررسي هاي به عمل آمده نشان داده است كه ميزان CoQ10 در غشاهاي 
مطالعات  همچنين   .(19) مي يابد  كاهش  پيري  پديده  با  زيستي 
متعددي نشان داده است كه ميزان CoQ10 در سلولها و سرم خون 
افراد پاركيسوني كمتر از حد معمول مي باشد و اين سطح كاهش 
يافته CoQ10 پيشنهاد كننده اين است كه احتمالاَ مكمل CoQ10 در 

درمان بيماري پاركينسون مفيد باشد (19، 20). 
دراينجا اين سوال مطرح مي شود كه آيا CoQ10 مي تواند در ميزان 
بيان ژن تيروزين هيدروكسيلاز به عنوان يك ماركر دوپامينرژيك 
در بافت استرياتوم تاثيري داشته باشد؟ از آنجايي كه تاكنون مطالعه 
اثر اين دارو بدين صورت بررسي نشده است بنابراين از مهمترين 

فرضيه هاي اين بررسي به شمار مي رود.

مواد و روش ها 
حيوانات: در اين مطالعة تجربي از 57 سر موش صحرايي نر نژاد 
ويستار با وزن 300- 250 گرم استفاده شد. موش ها تحت شرايط 
استاندارد با دوره روشنايي و تاريكي 12 ساعته و دماي 3 ± 21 
درجه سانتي گراد نگهداري مي شدند. حيوانات به آب آشاميدني و 
غذا كافي دسترسي داشتند و جهت سازگاري با محيط حداقل 10 

روز قبل از شروع مطالعه به حيوانخانه منتقل شدند. 
حيوانات به طور تصادفي به شش گروه زير تقسيم گرديدند: 

گروه C: گروه كنترل، Control، به تعداد 7 سر رت. 
گروه Sh: گروه شاهد، Sham، به تعداد 10 سر رت. 
گروه L: گروه تخريب، Lesion، به تعداد 10 سر رت.

 Coenzyme ،CoQ10 گروه تخريب پيش درمان شده با :L+Q10 گروه
Q10 pretreated Lesion group، به تعداد 10 سر رت. 

گروه L+T: گروه تخريب درمان شده با روش جايگزيني توسط 
پيوند سلول هاي BMSCs transplanted Lesion group ،BMSC به 

تعداد 10 سر رت. 

گروه L+T+Q10: گروه تخريبي كه هر دو روش يعني پيش درماني 
با تجويز CoQ10 و درمان با پيوند سلول هاي BMSC در آنها صورت 
 Coenzyme Q10 pretreated and BMSCs transplanted پذيرفت، 

Lesion group، به تعداد 10 سر رت. 

روش ايجاد مدل تجربي بيماري پاركينسون در موش صحرايي
جهت ايجاد مدل تجربي بيماري پاركينسون، ابتدا حيوانات با تزريق 
 (10mg/kg) وگزيلازين (60 mg/kg) داخل صفاقي مخلوطي ازكتامين
بيهوش شده و سپس تزريق نوروتوكسين 6- هيدروكسي دوپامين 
(6-OHDA: 6-Hydroxy-Dopamine) (Sigma) در بخش متراكم جسم 

سياه (SNC) توسط سرنگ هاميلتون 5 ميكرو ليتري و از طريق 
دستگاه استريوتاكس (stoelting,USA) انجام شد. مختصات محل 
تزريق نسبت به خط بين گوشي (interauricular) به صورت 3/7ميلي 
متر قدامي- خلفي، 2/2ميلي متر جانبي، 7/7ميلي متر شكمي از 
سطح سخت شامه براساس اطلس پاكسينوس تعيين شد. همچنين 
ميله دنداني استريوتاكس 3/3 ميلي متر زير سطح افق تنظيم گرديد 

.(22 ،21)
در حيوانات گروه L، 2/5 ميكروليتر محلول سالين 0/9 درصد 
حاوي 8 ميكروگرم OHDA-6 و 0/2 درصد اسيد اسكوربيك به 
داخل SNC تزريق شد. در حيوانات گروه Sh نيز به همان حجم 
و غلظت محلول سالين- اسكوربات تزريق گرديد. در دو گروه 
 SNC، 6 به داخل-OHDA علاوه بر تزريق L+T+Q10 و L+Q10 درماني
CoQ10 با دوز 200mg/kg/daily يك هفته قبل از تزريق نوروتوكسين 

به صورت گاواژ شروع شد و به مدت دو ماه بعد نيز به صورت 
روزانه ادامه يافت. در دو گروه درماني L+T و L+T+Q10 دو هفته 
بعد از تزريق نوروتوكسين در آنها از پيوند BMSC تمايز نيافته به 

استرياتوم استفاده شد.
 (BMSCs) روش كشت سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان
موش  تيبياي  و  فمور  استخوان هاي  مغز  از   BMSC سلول هاي 
صحرايي بالغ طبق روش استاندارد استخراج شدند (23) و سپس 
 MEMα (MEM Alpha Medium) در فلاسك هاي حاوي محيط كشت
IU/) (10%) ، پني سيلين FBS (Fetal Bovine Serum)كامل شده با سرم
100) كشت داده شدند. فلاسك  mg/ml) 100) و استرپتومايسين ML

حاوي سلول داخل انكوباتور در دماي 37 درجه سانتي گراد و 
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ميزان 5 درصد CO2 نگهداري شد. پس از گذشت 48 ساعت، محيط 
كشت سلولي با محيط تازه تعويض گرديد. سلول هاي استرومايي 
به كف فلاسك چسبيده باقي مانده و ساير سلول هاي خوني خارج 
شدند. زماني كه سلول ها در اثر تكثير70 تا 80 درصد كف فلاسك 
را پر كردند، پاساژ انجام شد به اين صورت كه با استفاده از محلول 
تريپسين) 0/25 درصد) / EDTA (0/04 درصد) سلول ها را از كف 
فلاسك جدا و داخل دو فلاسك تقسيم گرديدند. اين عمل تا چهار 

پاساژ ادامه يافت. 

آماده سازي سلول ها براي پيوند
جهت نشاندار كردن سلول هاي BMSC، 72 ساعت قبل از انجام 
پيوند، پودر Brdu (5-Bromo-2´-deoxyuridine) (Sigma) با غلظت 5 
ميكرو مول به محيط كشت سلول ها اضافه شد. پس از گذشت اين 
زمان سلول ها همانند زمان پاساژ توسط Trypsin / EDTA از كف 
فلاسك جدا شدند و بعد از سانتريفيوژ و دور ريختن محيط بالاي 
 PBS (phosphate توسط  را  سلولي  رسوب  اين  سلولي،  رسوب 
(buffer saline به صورت سوسپانسيون در آورده به طوري كه در 

هر 5 ميكروليتر از سوسپانسيون حدود 105×2 سلول شناور بود. 
بعد از اين مرحله 5 ميكروليتر از اين سوسپانسيون توسط سرنگ 
هميلتون 5 ميكروليتري و به كمك دستگاه استريوتاكس به همان 
روشي كه نوروتوكسين تزريق شده بود به استرياتوم سمت ضايعه 
ديدة حيوانات گروه هاي پيوندي (L+T  و L+T+Q10) با مختصات: 
4/5 ميلي متر شكمي از سطح سخت شامه، 3/3 ميلي متر جانبي از 
خط وسط و 9/2 ميلي متر قدامي- خلفي نسبت به خط بين گوشي 
بر اساس اطلس پاكسينوس تزريق گرديد (21). اين پيوند دو هفته 
بعد از ايجاد مدل پاركينسون و روز بعد از انجام تست رفتاري 

نوبت دوم صورت گرفت.

RT-PCR به روشي مولكولي TH بررسي بيان ژن
در پايان دوره درمان 2 ماه به منظور بررسي مولكولي، بافت استرياتوم 
محل پيوند در گروه هاي مختلف خارج گرديد و به صورت تازه 
تحت بررسي RT-PCR قرار گرفت. بدين منظور در ابتدا با استفاده 
از محلول RNXTM plus solution (سيناژن، RN7713C) بر اساس 
پروتكل، كل موجودي RNA بافت استخراج شد. قبل از انجام نسخه 
برداري معكوس، نمونه هاي RNA استخراج شده تحت تيمار با 
DNase (Roch ,104132) قرار گرفتند تا آلودگي هاي احتمالي مربوط 

 RNA حذف شود. سپس غلظت RNA ژنوميك از نمونه هاي DNA به
استخراج شده با روش اسپكتروفوتومتري تعيين شد.

2ميكروگرم از RNA استخراج شده برداشته و با استفاده از كيت 
 RevertAidTMFirst Strand cDNA Synthesis Kit (K 1621 Fermentas)

نسخه برداري معكوس انجام شد. سپس روي cDNA به دست آمده 
PCR صورت گرفت؛ براي اين منظور مواد زير در يك لوله PCR با 

  Master 3، از هر پرايمر μl cDNA (50 ng/μl) :يكديگر مخلوط شدند
Mix 5x μl ،1μl (10μM) 12/5 (سيناژن، PR881606) و در نهايت با 

استفاده از آب دوبار تقطير به حجم 25μL رسانده شد. در اين مطالعه 
علاوه بر ژن هدف، جهت كنترل داخلي و اطمينان از درستي كار 
PCR توالي ژن بتا اكتين (β-actin) به عنوان يك ژن خانه پا نيز مورد 

PCR قرار گرفت. پرايمرهاي استفاده شده در جدول 1 آمده است: 

شرايط PCR براي هر دو ژن يكسان بود و به صورت: 1) واسرشتگي 
اوليه: 2 دقيقه (99 درجه سانتي گراد)، 2) واسرشتگي هر سيكل: 
60 ثانيه، 94 درجه سانتي گراد، Annealing (3 60 ثانيه، 59 درجه 
سانتي گراد، Extension (4 سيكل: 60 ثانيه، 72 درجه سانتي گراد، 

Extension (5 زماني: 7 دقيقه، 72 درجه سانتي گراد انجام شد. 
محصولات PCR روي آگارز 1/5 درصد جدا شدند و با اتيديوم 

برومايد قابل رويت گرديدند.

جدول1- 

             
61  
63  

Forward:  5´- CCC CAC CTG GAG TAT  TTT GTG -3´ 
Reverse:  5´- ATC ACG GGC GGA CAG  TAG ACC -3´ 

Tyrosine hydroxylase 
(TH) 

518  

58  
62  

Forward:  5´- GTG GGC CGC CCT AGG CAC CAG -3´ 
Reverse:  5´- GGC CTT AGG GTT CAG  AGG GG -3´ 

Actin  _  260  
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بررسي آماري 
براي تجزيه و تحليل داده ها از نرم افزار Graph pad prism و تست هاي 
one way ANOVA و t- test استفاده شد. تمامي داده هاي به دست آمده 

از ارزيابي رفتاري و شمارش سلولي به صورت Mean ± SEM بيان 
شدند. در تمامي محاسبات، (p<0/01) به عنوان اختلاف معني دار 

منظور گرديد.

يافته ها 
RT-PCR نتايج بررسي مولكولي به دست آمده از واكنش

در ارزيابي مولكولي به روش RT-PCR از بافت استرياتوم بيان ژن 
TH به عنوان يك ماركر دوپامينرژيكي مورد بررسي قرار داديم. 

شكل 1 نشانگر باندهاي TH بدست آمده در هر يك از گروه ها 
مي باشد. 

همانگونه كه مشخص است در گروه كنترل بيان ژن TH به صورت باند 
مشخص و واضح مشهود است در صورتي كه وجود اين باند در گروه 
تخريب مشهود نيست از طرف ديگر در هر يك از سه گروه درماني 
تشكيل اين باند مشاهده مي شود. در اين بررسي جهت اطمينان 
 DEPC – treated از عاري بودن واكنش از هر گونه آلودگي از آب

موجود در كيت PCR به عنوان كنترل منفي استفاده شد و جهت 
اطمينان از درستي كار PCR از ژن β-actin به عنوان كنترل مثبت 
استفاده كرديم. نتايج به دست آمده از واكنش RT-PCR به صورت 
كيفي است و فقط نشان دهندة بيان ژن TH در گروه هاي تحت درمان 
مي باشد. جهت بررسي نتايج به صورت كمي و براي پي بردن به 
 (www.ميزان بيان در هر يك از گروه هاي درماني به كمك نرم افزار
vilber.com) Image G تعداد پيكسل هاي هر يك از باندهاي به وجود 

آمده را به دست آورده و آناليز آماري انجام شد.
نمودار 1 نشان دهنده دانسيته باندهاي TH به دست آمده از هر يك 

از گروه ها مي باشد. 
است  گروه ها  بين  معني دار  اختلاف  دهندة  نشان  نتايج  بررسي 
 L در گروه TH نتايج كاهش معني دار در ميزان بيان ژن .(P<0/001)

را نسبت به گروه كنترل نشان داد (P<0/001). هر يك از گروه هاي 
درماني افزايش معني داري را در ميزان بيان ژن TH نسبت به گروه 
L نشان دادند. در اين بررسي ميزان بيان ژن TH در دو گروه درماني 
L+Q10 و L+T در مقايسه با گروه L افزايش معني دار (به ترتيب 

(P<0/001) ،(P<0/01)) نشان داد. همچنين ميزان بيان اين ژن در 

گروه درماني توأم (L +T+Q10) افزايش معني دار (P<0/001) نسبت 
به گروه L نشان داد و در مقايسه ميزان بيان در اين گروه با دو گروه 

درماني ديگر افزايش معني دار (P<0/01) مشاهده شد.

شكل1- باندهاي به دست آمده در واكنش RT-PCR در هر يك از گروه هاي 
تحت مطالعه. در گروه كنترل باند واضح TH مشاهده مي شود ولي اين باند 
در گروه تخريب قابل مشاهده نيست. در سه گروه درماني باندهاي ضعيفي 
از TH قابل مشاهده است. در اين واكنش از آب به عنوان كنترل منفي و از 

ژن β–actin به عنوان كنترل مثبت استفاده شد.
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P###<0/001,  one way ANOVA P***<0/001,  t-test P**<0/01,  t-test N=5

 Image G با استفاده از نرم افزار TH نمودار1- نشاندهندة ميزان بيان ژن
(www.vilber.com) در گروه هاي تحت مطالعه مي باشد. ميزان بيان اين ژن 

در گروه درماني توأم بيشتر از دو گروه درماني ديگر است.
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بحث و نتيجه گيري
بيماري  يك  پاركينسون  بيماري  شده،  انجام  مطالعات  اساس  بر 
multifactorial بوده و با تخريب اكسيداتيو نوروني همراه است. ماده 

سياه به دليل داشتن محتواي قابل اكسيد شدن (دوپامين،  نوروملانين، 
اسيدهاي چرب غير اشباع،  آهن) و محتواي آنتي اكسيداني نسبتا 
پايين به طور اختصاصي  مستعد آسيب اكسيداتيو مي باشد. در اين 
نورون ها همچنين سرعت متابوليكي بالايي نيز وجود دارد (24). 
با توجه به شيوع بيماري پاركينسون، به عنوان يكي از شايع ترين 
بيماري هاي نورودژنراتيو، شيوه هاي درماني كه تا كنون براي اين 
بيماري وجود داشته نارسا بوده و قانع كننده نيست. بنابراين يافتن 
راه درماني مناسب و قطعي براي اين بيماران به جاي درمان علامتي 

همواره مورد توجه محققين بوده است. 
درمان  يعني  درماني  شيوه  دو  بار  اولين  براي  تحقيق  اين  در 
اكسيدان  آنتي  يك  عنوان  به   CoQ10 از  استفاده  با  نوروپروتكتيو 
قوي و يك عامل آنتي آپوپتوزيس و درمان جايگزيني با استفاده 
از پيوند سلول هاي BMSC تمايز نيافته در جسم مخطط موش هاي 
صحرايي مدل پاركينسون، توأم به كار گرفته شد. در تحقيق حاضر 
تزريق  از  صحرايي  موش هاي  در  پاركينسون  مدل  ايجاد  جهت 
نوروتوكسين 6-هيدروكسي دوپامين (OHDA-6) استفاده شد. اين 
نوروتوكسين عموماً درMFB (Medial forebrain bundle) ، استرياتوم 
و يا به طورمستقيم در بخش متراكم جسم سياه تزريق مي شود كه 
متعاقب آن سبب جذب انتخابي توسط نورون هاي دوپامينرژيكي 
مي گردد (25). نوروتوكسين OHDA-6، با اثر سمي خود كه مربوط 
به توليد راديكال هاي وابسته به اكسيژن است سبب تخريب جسم 
سلولي نورون هاي دوپامينرژيكي واقع در سمت تزريق شده در 
مغز مياني و متعاقب آن تهي شدن جسم مخطط همان سمت از 

دوپامين مي شود (3).
در مطالعه حاضر ژن تيروزين هيدروكسيلاز به عنوان يك ماركر 
دوپامينرژيك در بررسي مولكولي در بافت استرياتوم سمت صدمه 
ديده مورد هدف قرار داده شد. همان گونه كه مشاهده شد نتايج 
RT-PCR نشان دهندة عدم بيان ژن TH در گروه تخريب و بيان اين 

ژن در هر سه گروه درماني بود ولي با بررسي كمي باندها مشخص 
شد كه ميزان بيان اين ژن در گروه درماني توأم بيشتر از دو گروه 

درماني ديگر مي باشد.

نتايج به دست آمده از بررسي حاضر در گروه درماني L+Q10 موافق 
با نتايجي است كه Cleren در سال 2007 با بررسي اثرات درماني 
كوآنزيم Q10 در رتهايي كه توسط MPTP پاركينسوني شده بودند 
به دست آورد و به اين نتيجه رسيد كه كوآنزيم Q10 داراي اثرات 
نوروپروتكتيو بارز در اين حيوانات مي باشد و پيشنهاد كرد كه تجويز 
كوآنزيم Q10 مي تواند اثرات درماني مفيدي در بيماران پاركينسوني 

داشته باشد (19).
 CoQ10 :و همكارانش نشان دادند Papucci ،2003 علاوه براين در سال
باعث مهار آپوپتوزيس در سلول هاي كراتوسيت در اثر عواملي مثل 
antimycin A و C2-ceramide كه باعث آپوپتوز سلول ها با مكانيسمي 

غير از ايجاد راديكال آزاد مي شوند، نيز مي گردد. آن ها نشان دادند 
كه اين فعاليت آنتي آپوپتوتيكي، مستقل از فعاليت آنتي اكسيداني 
كوآنزيم Q10 مي باشد. آنها اين فعاليت آنتي آپوپتوتيكي را به علت 
مهار دپلاريزاسيون ميتوكندري و جلوگيري از باز شدن كانال هاي 
 Q10 نسبت دادند. نتايج تحقيقات آنها نشان داد كه كوآنزيم PTP

باعث مهار دپلاريزاسيون ميتوكندري، آزاد شدن سيتوكروم C و 
مي شود،  هستند  آپوپتوزيس  محرك هاي  كه   caspase 9 فعاليت 
اين سه واقعه با باز شدن كانال هاي PTP كه باعث دپلاريزاسيون 
ميتوكندري مي شوند اتفاق مي افتد بر همين اساس آنها پيشنهاد 
كردند كه كوآنزيم Q10 ممكن است آنالوگ عملكردي پروتئين 

Bcl-2 باشد (26).

حضور باند TH در گروه درماني L+Q10 نشان دهندة اثر مثبت اين 
ماده در جلوگيري از نابودي كامل سلول هاي دوپامينرژيك مي باشد. 
علاوه بر اين نتايج به دست آمده از گروه درماني L+T توسط نتايج به 
دست آمده از تحقيقي كه توسط Li Y در سال 2002 انجام شده تاييد 
مي گردد، بطوري كه چهار هفته پس از پيوند BMSCs به استرياتوم 
موش صحرايي بالغ مدل پاركينسون، اين سلول ها خصوصيات 
سلول هاي عصبي دوپامينرژيك را پيدا كردند و به آنتي بادي تيروزين 
هيدروكسيلاز (TH) واكنش مثبت نشان دادند و همچنين در اين 

حيوانات بهبود عملكرد نورولوژيكال مشاهده شد (27). 
شد،  مشخص  بنيادي  سلول هاي  زمينه  در  ديگر  بررسي هاي  در 
محيطي كه سلول هاي بنيادي در آن قرار مي گيرند مي تواند تمايز رده 
خاصي از سلول ها را به آنها ديكته كند به طوري كه سلول ها بنيادي 
مغز استخوان تحت تأثير عوامل نوروتروفيك اضافه شده به محيط 
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كشت خصوصيات سلول هاي عصبي را پيدا كرده و پروتئين ها و 
 tau, nerurofilament M, Neu :ژن هاي خاص سلول عصبي از جمله

N, β-III-tubulin و synaptophysin را بيان مي كنند (28). 

زائو (Zhao) در سال 2002 نشان داد پس از پيوند BMSCsهاي انسان 
به رت هايي كه دچار صدمات ايسكميك مغزي شده بودند، سلول ها 
در محل پيوند زنده باقي مانده، ماركر سلول هاي عصبي را بيان 
كردند و بهبودي حسي- حركتي نيز در حيوانات مشاهده گرديد 
(29). علاوه بر اين تحقيقات ديگر نشان داده كه سلول هاي بنيادي 
مزانشيمال به عنوان يك كارخانه مولكولي كوچك عمل مي كند كه 
فاكتورهاي رشد و تروفيك مختلفي را ترشح مي كنند. آن ها نشان 
 VEGF، HGF :دادند كه سلول هاي بنيادي مزانشيمال فاكتورهايي مثل
 BDNF و (hepatocyte growth factor)، NGF (nerve growth factor)

(brain-derived neurotrophic factor)  را بيان مي كنند، اين طيف از 

فاكتورهاي رشد نقش مهمي در بهبود ضايعات مغزي دارند (30).
بنابراين با مشاهده وجود باند TH در گروه درماني L+T چنين به 
نظر مي رسد كه سلول هاي مزانشيمي مغز استخوان در محل ضايعه 
تحت تأثير محيط اطرافشان، فاكتورهاي رشد – از جمله BDNF و 
NGF – و سيتوكين ها را ترشح مي كنند كه با مكانيسم هاي اتوكرين و 

يا پاراكرين بر خود و سلول هاي ميزبان اثر گذاشته و نه تنها ميزان بقا 
و تمايز سلولي را افزايش مي دهند بلكه منجر به عصب دهي مجدد 
و برقراري ارتباط عصبي نيز مي شوند. بنابراين احتمالاً فاكتورهاي 
نوروتروفيك ترشح شده از سلول هاي پيوندي باعث مي شوند كه 
يا خود اين سلول ها به سلول هاي عصبي دوپامينرژيك تمايز يابند 
و جايگزين سلول هاي آسيب ديده شوند و يا سلول هاي اطراف 

تحت تأثير اين فاكتورها به سلول هاي عصبي تمايز يابند (31).
افزايش بيان ژن TH در گروه درماني توأم با نتايجي كه Agrawal و 
همكارانش در سال 2004 از درمان توأم موش هايي صحراي مدل 
پاركينسون توسط پيوند سلول هاي مزانسفال جنين به همراه دو 
تركيب آنتي اكسيدان به دست آوردند تأييد مي شود. نتايج آنها نيز 
افزايش حضور سلول هاي TH مثبت را در گروه درماني توأم نسبت 
به گروه هايي كه از هر كدام از روش هاي درماني به تنهايي استفاده 

شده بود نشان داد (32). 
تركيب درماني عنوان روش جديد مي باشد كه براي درمان بسياري 
از بيماري ها به كار برده مي شود. مطالعات مختلفي اين روش درماني 

را بسيار موثرتر از ساير روش هاي درماني دانسته اند. 
در همين راستا Jilei و همكارانش در سال 2004 به درمان سكته 
مغزي در موش صحرايي با روش تركيب درماني بااستفاده همزمان از 
سلول هاي بنيادي مغز استخوان وNOD (nitric oxide donor)  پرداختند. 
و اثبات كردند كه اين امر باعث افزايش نوروژنزيس و آنژيوژنزيس 
در مدل هاي موش صحرايي مي شود به طوري كه در گروه هايي كه 
از اين دو روش به صورت توأم استفاده شده بود در مقايسه با ساير 
گروه ها تكثير سلول هاي اندوتليال به صورت چشمگيري نسبت 

به ساير گروه ها افزايش پيدا كرده بود (33). 
به نظر مي رسد  كه تجويز CoQ10 باعث كاهش قابل توجه در ميزان 
عوامل اكسيدان گرديده و تا حدي از نابود شدن سلول هاي مربوط 
به بخش متراكم جسم سياه و استرياتوم ميزبان جلوگيري به عمل 
آورده علاوه بر اين با خاصيت ضد آپوپتوزيسي كه دارد باعث 
افزايش عمر و بقاي سلول هاي BMSC در بافت ميزبان شده و بنابراين 
همين باعث شده كه سلول ها زمان كافي جهت ترشح فاكتورهاي 
نوروتروفيك را داشته باشند. بنابراين مجموع اثرات درماني اين 
دو روش باعث پاسخ درماني بهتر در گروه درماني توأم نسبت به 
دو گروه درماني ديگر شده است. در پايان پيشنهاد مي گردد كه 
استفاده توآم از روش درمان جايگزيني سلول هاي دوپامينرژيك و 
روش درمان دارويي با آنتي اكسيدان ها مي تواند درمان موثرتري در 
بيماري پاركينسون در مقايسه با استفاده از هر يك از اين روش ها 

به تنهايي باشد.

تشكر و قدرداني
بدين وسيله از تمامي همكاران محترم مركز تحقيقات بيولوژي 
و  آناتومي  گروه  سلول  كشت  آزمايشگاه  مولكولي،  و  سلولي 
آزمايشگاه گروه ژنتيك و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي تهران 

كه ما را در اين تحقيق ياري نمودند كمال تشكر را داريم.
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Abstract

Objective: Previous studies have reported that the number of dopaminergic neurons surviving in the grafts 

is critical for functional recovery in Parkinson disease. Free radical mediated damage has been reported to 

contribute significantly towards low survival of grafted dopaminergic neurons, post transplantation. In the 

present study, an attempt has been to explore the neuroprotective potential of the combination of coenzyme 

Q10 and transplantation of mesenchaimal stem cells in rat model of parkinson’s disease (PD).

Materials and Methods: In this experimental study of male Wistar rats that had been divided into six 

groups were used: Groups; control, sham, lesion, treatment with oral administration of CoQ10, treatment with 

graft BMSC and combined treatment with graft BMSC and oral administration of CoQ10. Oral administration of 

CoQ10 was started one week before the model creation procedure and continued during the whole treatment 

period. The laboratory model of Parkinson disease in rats was performed by injection 6-OHDA in substantia 

nigra pars compacta. the end of second month of treatment molecular Studies were performed. 

Results: Molecular assessment Showed that TH gene expression levels in the combined therapy group 

was significantly different with other experimental groups (p<0.001).

Conclusion: The combined use of two neuroprotective treatment and replacement therapy can have a 

more effective role in the treatment of Parkinson’s disease in comparison to single treatment protocols.

Keywords: Coenzyme Q10, Stromal cells derived from Bone marrow, Apoptosis, Combine therapy
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