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 چكيده
  شنال ي کاند   ط ي مح   آن   به   که   ، کنند ي م   ترشح   شان کشت   ط ي مح   در   را يي  فاکتورها   ، ي شگاه ي آزما   ط ي شرا   در   ( ASCs) ي  چرب   بافت ي  اد ي بن ي  ها سلول   : زمينه 

 (CM  ) شد. ي  بررس ي  نسون ي پارک   مدل ي  ها موش   در ي  د ون ي پ   و ي  شگاه ي آزما   کشت ي  ها ط ي مح   در   ها نوروتروفن   ان ي ب   مطالعه   ن ي ا   در   ند. ي گو ي م 

  تني  برون  طيشرا  .است  داده  قراري  بررس  مورد  تني   درون  و  تني   برون  شرايط  در  را  نوروتروفين  هايژن  بيان  حاضر  مطالعه   ها:روش  و  مواد

  زير   به   که   پيوند  گروه  و  کشت(  )گروه  چربي   بنيادي  هايسلول  کشت  روز  21  از  حاصل  شنال يکاند  طيمح  در  مذکور  هايژن  بيان  ارزيابي   شامل

  )گروه   کانديشنال  محيط   و  سلول  کننده  دريافت  سلول(،  )گروه   چربي   بنيادي   هاي سلول  کننده  دريافتي  پارکينسون  مدل   هاي موش  هايگروه

 OHDA-6  بيتتر  به   هاآن   به  که يي  هاموش   شم:  وي  نسونيپارک  مدل ي  هاگروه   پيوند،  کنترل  جهت  شدند.  تقسيم  شنال(يکاند  طيمح  ول+لس

 مخطط  جسم  ه ي ناح   در  قاتي تزر  تمام  شد.  طراحي   نيز  بود،  شده  قيتزر  نينوروتوکسي  جا  به   ن(ينوروتوکس  )حلال  نيسال  نرمال  و  ن(ي)نوروتوکس

 شدند.ي آورجمع هانمونه  هفته، 8 از پس شد. انجام وتاکسيراست با راست، سمت

  ان يب  شد.  مشاهده  کشت  گروه  با  سه يمقا  در  سلول  و  شناليکاند  طي مح  +  سلولي  ها  گروه   در  NT3  و  BDNF  انيب  داري معن  شيافزا  ها:افته ي

NT3 انيب و سلول گروه در NGF داد.  نشان شناليکاند طيمح + وللس به  نسبت راي داري معن  کاهش سلول و کشتي هاگروه  در 

  ده يد  بيآسي  هاسلول  قادرند  طيزمحير  ريتأث  تحت  شوند،ي م   زده  ونديپ  بيآس  محل  در  شناليکاند  طيمح  همراه   به   که ي زمان  ASCs :يريگجه ينت
 بود. دخواهني  درمان   سلول جهتي  مناسب ديکاند هاسلول نيا کنند. القاء هانينوروتروفي بالا زانيم انيب جهت در را

 يتن برون ،ي تن درون ،ي چرب ي  اديبني هاسلول ها،ن ينوروتروف کليدي: واژگان
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 مقدمه
 يدرمان  ردکارب وي اديبني هاسلول

ي  ها سلول   وند ي پ   بر ی  مبن ي  ا گسترده   قات ي تحق   تاکنون 

  1)   است   شده   و ي نورودژنرات ي  ها ي مار ي ب   درمان   در ي  اد ي بن 

  ز غ م   از (  MSCs)   ی م ي مزانش ي  اد ي بن ي  ها سلول   . ( 2و  

  ، ی اسکلت   عضله   تاندون،   غضروف،   ، ی چرب   بافت   استخوان، 

  لوله   پوست،   چشم،   ه ي قرن   ه، ي شبک   بندناف،   خون،   مغز، 

یی  توانا   از   شوند، ی م   استخراج   دندان   پالپ   و   کبد   گوارش، 

  که ي طور   به   برخوردارند، یی  بال   ز ی تما   و ي  ر ي تکث   خود 

  جمله   از ی  رمزودرم ي غ   و ی  مزودرم ي  ها رده   به   قادرند 

  وم ي اندوتل   و   نورون   ت، ي کندروس   ت، ي پوس ی آد   ت، ي استئوس 

  و   کشت   استخراج، ی  راحت   به   ها سلول   ن ی ا   ابند. ی   ز ی تما 

  حفظ   را   زشان ی تما   ت ي قابل   که ی حال   در   شوند، ی م   ر ي تکث 

ی  م ي ترم ی  پزشک   بافت، ی  مهندس   در   ن ی بنابرا   و   کنند ی م 

ی  درمان   سلول   امروزه   . ( 3-6)   دارند یی  بال   ار ي بس   کاربرد 

  شود ی م   مطرح   نسون ي پارک   درمان   ر د   مؤثر ی  روش   عنوان به 

ليو ) 8و    7)   )Liu )   ي  اد ي بن ي  ها سلول   وند ي پ   داد   گزارش

  به   منجر ی  نسون ي پارک   ل مد ي  ها موش   به   استخوان   مغز 

  زوائد   و   اه ي س   جسم   در   مثبت   THي  ها نورون   تراکم 

  حاصل ی  حرکت   بهبود   و   شده   مخطط   جسم   در ی  عصب 

  وند ي پ   اند ه داد   نشان   مطالعات   . ( 10و    9)   گردد ی م 

MSC با  شده   جاد ی ا ی نسون ي پارک   مدل   موش   در   انسان ي ها  

MPTP ،   و   اه ي س   جسم   ، ی ربطن ی ز ی  نواح   در یی  زا نورون  

  را   ک ی نرژ ي دوپام ي  ها نورون   به ی  عصب ي  ازها س ش ي پ   ز ی تما 

   . ( 11)   دهد ی م   ش ی افزا 

 

   شنالي کاند  طيمح  و هان ينوروتروفي درمان نقش

  وند، يپ  از  پس  هاMSC  از  شده  ترشح  رشدي  فاکتورها

  بیتخر  ک ینرژيدوپامي  هانورون  بر  ک يتروف  ريتأث  اب

  نسون ي پارک ی  وانيحي  هامدلي  بهبود  به  منجر  شده

  ترشح   با   شده   ونديپي  هاسلول  نيچنهم  .( 12)  گرددیم

 ب يآس  محل  در  رایی  زاعروق  ک،يوژنیآنژي  فاکتورها

  ک یتحر  زينیی  زانورون  آن  دنبال  به  که  کنندیم  کیتحر

  عدم   و  شده  ونديپي  ها وللس  کم  بقاء  .(13)  گرددیم

  سک یر  نيهمچن  ب،يآس  محل  در  هاآن  خوردن  جوش

 مانز  صرف  وي  وندي پي  هاسلول  شدني  توموري  بال

  شده  باعث   هاسلول  ر يتکث  وي  ساز آماده  جهت ی  طولن

 در  هاسلول  ترشحات  از  که  سکرتوم  به  نيمحقق  توجه

  دهينام  شنالیکاند  طي مح  و  باشدیم  شانکشت   طيمح

ي  حاو  شنالیکاند  ط ي مح  گردد.  طوفعم  شود،یم

  ط یشرا  دري  ادي بني  هاسلول  از   که  استیی  هااگزوزوم

  شودیم  ترشح  شانطي مح  داخل   بهی  شگاهیآزما   کشت 

  کاربرد ی  بررس  حال  در   نيهمچن  دانشمندان  (.14-16)

  لهي وس  به  شده  ترشحی  عصب  رشدي  فاکتورها

ي ماريب  درمان  در  ها آن   نقش  وي  ادي بني  هاسلول

ي مرکزی  عصب  ستميس ي  هايماريب  گرید  و  ونس نيپارک 

  به  فاکتورها  نیا  قیتزر  که  شده  گزارش  .(17)  هستند

  خصوص به  ها،نورون  عملکرد  دنبازگردانی  حت   و  بقاء

  نيهمچن و  کرده کمک  مغز در کینرژي دوپامي هانورون

 گردد.ی  حرکت  اختلالت  بهبود  به  منجر  تواندیم

 اصطلاح  ک ی  هانينوروتروف  ای یعصب  رشدي  فاکتورها

ي  فاکتورها  ازي  تعداد  فيتوص ي  برا  که   استی  عموم

  زیتما  ها،نوروني  بقا  ةدهند  شیافزا  کينوروتروف

  کار   به   ناپسي س  عملکرد  بر   مؤثر   و  ر يتکثي  القا  ،یبعص

  ز یتما  ةکنند  القاء  ها نينوروتروف  شود.یم  برده

ی  عصبي  هاسلول  بهی  عصب  سازشيپي  هاسلول

  پوکمپيهي  هاسلول  در  BDNF.(19و    18)  باشندیم

 قاتيتحق  گردد. یم  هانوروني  بقا  باعث   و  شده   انيب

  ماران يب  پوکمپ يه  در  BDNF  ژن  انيب  زانيم  داده  نشان

ی  نسونيپارک   مارانيبی  اني م  مغز  اهيس  جسم  وي  مریآلزا

  گرانولري  هاسلول  در  NT3  ژن  .(20)  ابدییم  کاهش

  و  شودیم  انيب  پوکمپ يه  CA2ی  هرمي  هاسلول  و
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   (.22 و 21) دارد CA3 و CA1 مناطق دری فيضع انيب

  نیا  قیتزر  NGFی  دانت ياکسیآنت  ت ي خاص  به  توجه  با

  در   شده  زده  ونديپي  ها سلول  بقاء  شیافزا  به  منجر  ماده

ي  هانورون  از  نيهمچن  و  گرددیم  ب يآس  محل

 مقابل  در  اهيس  جسم  متراکم  بخش  کینرژيامدوپ

  .(23و  20) کندیم محافظت  و يداتياکس استرس

  (ASCs)   یچربي  ادي بن ي  هاسلول  داده  نشان  مطالعات

 ن ينوروتوکس  ت يسم  برابر  در  موش  مغز  از

(6-OHDA  ) ي  هاسم يمکانی  ول  کند، یم  محافظت

 نيمحقق  ،(24)  است   ناشناخته  آن  در  ليدخی  مولکول

  در  هاسلول  نیا  از  شده   آزادي  اکتورهاف  معتقدند

  ثابت  زيني  امطالعه  در  دارند.  نقشی  نورون  محافظت 

 در  ASCs  يهاسلول  از  شده  آزادي  فاکتورها  شده

 وی  انيم  مغز  کینرژي دوپامي  هانورون  از  کشت   طيمح

  ن ينوروتوکس  ت يسم  مقابل  در  مخچه  گرانولر

 ادآزي  فاکتورها  معتقدند  دانشمندان  کند.یم  محافظت 

  و  داده   کاهش  را  آزادي  هاکالیراد  ها،سلول  از  شده

 در  (.26  و  25)  کاهندیم  هانورون   مرگ  از  ب يترت  نیبد

ي  هاسلول  شنالیکاند  طيمحکه    شد  مشاهدهی  قيتحق

MSC  از   مانع  تواندیم  هاست اگزوزوم  ازی  غن  که 

  ن ينوروتوکس  از ی  ناش  کینرژي دوپامي  هانورون  آپوپتوز

6-OHDA  ک یتحر  را  هانورون  زوائد   رشد  و  گردد 

  مشاهده،  همکاران  و  (Munoz)  مانوز  . (27)  کندیم

  موش   پوکمپ يه  دری  انساني  هاMSC  ونديپ  که  کردند

ی  عصب  سازشيپي  هاسلول  زیتما   و  مهاجرت  ر،يتکث

  شیافزا  رياخ  مطالعات  کند.ی م  کیتحر  را  اندوژن

  داخل  وی  بطن  داخل  ونديپ  از  بعد  ،ییزانورون

ی بعض  .(28)  دادند  نشان  را  اهMSCی  پوکمپيه

  ، BDNF  شامل:  هاMSC  از  شده  ترشح ي  فاکتورها

GDNF،  CNTF  و  bFGF  وی  نورون  محافظت   اثرات 

  اعمال  کینرژيدوپامي  ها نورون  بر  کينوروتروف

  در   GDNF  انيب  شیافزا  گرید  مطالعه   در  کنند.یم

  شد   مشاهده  شده  ونديپیی  صحراي  هاموش  اهيس  جسم

  به   هاMSC  زیتما  که  رندباو  نیا  بر  محققان  و

  که   کرده  ت یتقو   را  GDNF  ترشح  ،یاليگلي  هاسلول

  است  شده  کینرژيدوپامي  هانورون  محافظت   به  منجر

 . (29و  18)

  طيمح  دادند  گزارش  ،همکاران  و  (Wei)  وي

  گرانولري  هانورون  ASCي  هاسلول  شنالیکاند

  ت ي محروم  له يوس  به  شده   القاء   آپوپتوز  از  راي  امخچه

 ونگ  .(30)  کندیم  محافظت   ميپتاس  و  مسر  از

(Wang)  که   دادند  نشان  بار  ني اولي  برا  ،همکاران  و  

  قادر ی  چربي  هاسلول  از   حاصل  شنالیکاند  طيمح

  OHDA-6  ازی  ناشی  نورون  مرگ  ميمستق  طوربه  است 

  محافظت   سميمکان  نی ا  و  کند  متوقف  in vitro  در  را

  گمر  کردن  بلوکه  و  ROS  ديتول  مهار  بای  نورون

 کردند  شنهاديپ  و  است   همراه  ROS  ازی  ناشی  رونو ن

  محافظت   و  و يداتياکسیآنت  اثرات  با  شنالیکاند  طيمح

 گرید  و  نسونيپارک ي  ماريب  درمان  در  تواندیمی  نورون

  .(32و    31)  باشد  سودمند  ويژنرات  نورود ي  هايماريب

  بي آس  متفاوتي  هامدل  در  ها نينوروتروف

  محافظت ي  برا  تازه  ی اهر  افتنی  ديام  با  کینرژيدوپام

  اند.شده  استفاده نسونيپارک ي ماريب در ميترم ای ینورون

 

 مطالعه  ني ا از هدف

 در  کي نوروتروفي  هاژن   انيب  زانيم  قيتحق  نیا  در

  و ی  شگاهیآزما  طیشرا  در  شده  داده  کشتي  هاسلول

ی نسونيپارک   مدلیی  صحرا ي  هاموش  ب يآس  محل  در

  سهیمقا  مورد  تشترشحا  همراه  به  سلول  ونديپ  از  پس

 گرفت.  قرار
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 ها روش  و مواد
ي  رو  بری  شگاهیآزما  -ی تجرب  روش  به   پژوهش  نیا

  وزن  با  ستاریو  نژاد  بالغ   نریی  صحرا  موش  سر  28

  تويانست  از  شدهي  داریخر  گرم  220-280ی  بیتقر

ی  شگاهی آزما  واناتيحي  نگهدار  گرفت.  انجام  پاستور

 ه دش  انجام  سلامت ی  ملي  تويانستي  راهنما  با  مطابق

  اخلاق  تهيکم  ازی  کتب  مجوز  اخذ  از   پس  مطالعه  است.

. 1400.  028  اخلاق  )کد  دانشگاه

IR.IAU.DAMGHAN.REC  )مراحل  شد،   انجام 

 بود:  ریز شرح به قيتحق انجام

  ک ی   ق ی تزر   با   ده، ی د   ب ي آس یی  صحرا ي  ها موش   ه ي ته   -1

  در   ميکروگرم   20  زان ي م   به   OHDA-6  ن ي نوروتوکس   طرفه 

  اطلس   اساس   بر   صات خت )م   راست   سمت   مخطط   جسم 

  -پشتی   ، متر ميلی   -1/ 2  خلفی:   -قدامی   : نوس ي پاکس 

  (، متر ميلی   -3/ 9خارجی:    -داخلی   و   متر ميلی   -5شکمی:  

  به   و   گرفت   صورت   قه ي دق   در   تر ي کرول ي م   1  سرعت   با 

  ن ی روز ي ت   -ی آنت ی  م ي ستوش ي منوه ی ا   از   مدل   د یي تأ   منظور 

 شد.   استفاده   لاز ي دروکس ي ه 

  زیر  چربی  فت با  :ASCs  کشت  و  استخراج  -2

  جهت  و   شده  جدا  هاموش  کتف  دو  نيب  جلدي

  طیشرا   تحت  .گرفت   قرار  استفاده  مورد  استخراج

  پس   چربی  بافت   قطعات  ناريلم  هود  ریز  در  و  لیاستر

 قطعات  به   ،اسکالپل  تيغ  از  استفاده   با  مکانيکی  هضم  از

 مدت   به  آنزیمی  هضم  و   شده  لیتبدي  ترکوچک

ي  دما  در  درصد(  0/ 2)  کلاژناز  توسط  قهيدق  30-40

°C37  در    دور  1567)  فوژیسانتر  از   پس  شد.  انجام

 ختنیر  و  (گراد درجه سانتی  37ي  دما  و  دقيقه  5  ،دقيقه

  ليتر ميلی  2/ 5  همراه  بهی  سلول  ت يپل  ،ییرو  محلول

  72  گذشت   از  پس  شد.  انکوبه  سرم  و  کشت   طيمح

  ییاستروما   هايسلول  شد.  تعویضیی  رو  محيط  ساعت 

 هايسلول  و  مانده  باقی  سک،فلا  کف  به  دنيچسب  با

 که  هنگامی  شدند.  حذف   شستشو   از  پس  خونی

  داده   پاساژ  کردند  پر  را   فلاسک   درصد  70-80  هاسلول

  48  سوم،  پاساژي  هاسلول  کردن  دارنشاني  برا  و  شده

   BrdU  پودر  وند،يپ  انجام  از  قبل  ساعت 

(5ʹ -Bromo- 2ʹ Deoxyuridine(،)Sigma)   با 

  اضافه  هاسلول  کشت   طيمح  هب  تري کروليم  10  غلظت 

  به   تا  شود   انجام  طي مح  ضیتعو   نکهیا  بدون  شد،

 طيمح  وارد  را  شانترشحات  شود  داده  اجازه  هاسلول

  به   شده  نشاندار  سلول  1×510  تعداد  سپس  کنند.  کشت

  و   قی تزر  پمپ   کمک  با   شان کشت   ط يمح  همراه

  شد. زده ونديپ  ب يآس محل در وتاکسیاستر

ي  هاسلول  شنالیکاند  طيمحي  آورجمع  منظور  به

  به  سوم  پاساژي  هاسلول  5×510  تعداد  ،یچربي  اديبن

 از  پس  و  شد  داده  انتقال  کشت   فلاسک  کی  داخل

 فلاسک   کف  به  هاسلول  کهی  زمان  ساعت   24  گذشت 

  و   شد  ختهیر   دور  کشت یی  روطيمح  دند،يچسب  کشت

  PBS  با   مرتبه   دو  فلاسک  کف  به  ده يچسبي  هاسلول

  تريلیلي م  1/ 5-2  حدود  پسس  شدند.  داده   شستشو 

  خته یر  هاسلولي  رو  سرم  فاقد  تازه  α-MEM  طيمح

  گذشت   از  پس  شدند.  انکوبه   ها فلاسک  مجدد  و  شد

 و  کردهي  آورجمع  را  هاسلولیی  رو  طيمح  ساعت   72

  دور   2000  با  قهيدق  5  مدت  به  و  ختهیر  فالکون  لوله  در

  طيمح  همان  کهیی  رو  طيمح  شد،  وژيفیسانتر  در دقيقه

 شد.ي نگهدار -C70° زریفر  در بود شنالیدکان

  هاي ژن  بيان  اساس  بری  شی آزماي  هاگروه  -3

ی طراح  تنی  درون  و  تنی  برون  شرایط  در  نوروتروفين

  هايژن  بيان  ارزیابی  شامل  تنی  برون  شرایط  .شدند

  کشت   روز   21  از  حاصل  شنالیکاند  ط يمح  در  مذکور

 دپيون  گروه   و  کشت(  )گروه  چربی   بنيادي   هايسلول

  مدل  ستاریو  نژاد  نري  هاموش  هايگروه  زیر  به   که

  بنيادي  هايسلول  1× 510  کننده  دریافت ی  پارکينسون
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  صورت به ن ينوروتوکس قیتزر از پس هفته ک ی چربی،

  )گروه   وتاکسیاستر  کمک  با  و  ب يآس  محل  دری  موضع

  گروه   مشابه  سلول  1×510  تعداد  کننده  دریافت   سلول(،

ي  حاو  کشت   طيمح  ميکروليتر  4  همراه  بهی  قبل

  شنال( یکاند  طيمح  +  سلول  )گروهی  سلول  ترشحات

 مدلي  هاگروه  پيوند،  کنترل  جهت   شدند.  ميتقس

 بيترتبه  هاآن  به   کهیی  ها موش  شم:  و ی  نسونيپارک 

6-OHDA  حلال  نيسال  نرمال  و  ن( ي)نوروتوکس(  

  بود،  شده  قیتزر  نينوروتوکس ي  جا   به  ن(ينوروتوکس

  در  طرفه  کی  صورت  به  تقایتزر  تمام  شد.  طراحی  نيز

  وتاکس ی استر  از  استفاده  با  و  راست   سمت   مخطط  جسم

 شد.  انجام

 

 (: TH)   لاز ي دروکس ي ه   ن ي روز ي ت   -ي آنت ي  م ي ش   ستو ي منوه ي ا   -4

  به   و  شده ی  قربان  ب ي آس  گروه ي  هاموش  ازي  تعداد

  بخش   در  ک ینرژيدوپامي  هانورون  ب یتخر  دیيتأ  منظور

 ق یتزر  از  پسی  انيمغزم  اهيس  جسم  متراکم

 THی  آنتی  مي ستوشي منوهیا  روش  از  ن،يروتوکسو ن

  توجه   با  شد.  هيتهی  ني پارافي  هاقالب   سپس  شد.  استفاده

 ة محدود  در  اهيس  جسم   نوس،يپاکس  اطلس  به

 دارد،  قرار  برگما  پشتي  متریليم   4/ 6-68/ 24

 مناطق  نیا  از  کرومتريم  5  ضخامت   با  کرونالي  هابرش

 ، یهدبآ  ویی  زدانيپاراف   از  پس  و  شدي  آورجمع

ي  دماها  در  تراتيس  بافر   از  استفاده  با  ژنیآنتی  ابیباز

  دستگاه   گرادیسانت  درجه   180  و  360  ،720

  ای  TBS)  بافر   با  شستشو   از   پس  و  شد  وانجامیماکروو

PBS)  محلول  در  هالم   درصد،  0/ 025  تونیتري  حاو  

 شدند.  داده  قرار  تونیتر  درصد  10  بز  سرم  کننده   بلاک 

  ه ياولي  بادی آنت  معرض  در  عت اس  24  مدت  به  هانمونه

  دنبال   به  و  (Anti Rabbit)  لازيدروکسيه  نیروزيضدت

  کساعت ی  مدت  به  ، TH،  HRP  هیثانو ي  بادی آنت  آن

 به  و  شد  اضافه  DAB  هانمونه   به  سپس  گرفتند.  قرار

 ( xylene) گزیلن  باي  سازشفاف  ،يريآبگ  آن  دنبال

  هالمل  سپس  گرفت.  صورت  قهيدق  20  مدتبه

،  Japan  ،E600)  کروسکوپيم  با  و  شد  هدچسبان

Nikon Eclipse  )یی  نمابزرگ  با   و  شدندی  بررس

X400  تاليجید  نيدورب   و   (USA  ،DXM 120 ،

Nikon) شد.ي عکسبردار مقاطع از 

  کردن   خارج   هفته،  8  از  پس  وانات يح   کردنی  قربان  -5

  سمت  مخطط  اجسام  کردن  جدا  و  جمجمه   از  مغزها

 ،NGFي  هاژن  انيب  نزايمی  بررس  منظور  به  راست 

BDNF،  NT3،  NT4  و  GDNF  روش   با 

RT-PCR ر: یز روش با 

  انجام   ناژن ي س   شرکت   پروتکل   طبق   : RNA  استخراج   -

  ژل   الکتروفورز   از   استفاده   با   RNA  ت ي کم   و   ت ي ف ي ک   شد. 

  cDNA  سنتز   شد. ی  بررس   اسپکتوفتومتر   دستگاه   و   آگارز 

 شد.   انجام   Fermentas  شرکت   پروتکل   با   مطابق 

  )بافر   ميکس   مستر   ميکروليتر   25  ابتدا   : PCR  واکنش   -

  dNTP  2 /0  مخلوط   مولر ميلی   x1 ،  MgCl2  5 /1  تکثير 

   مراز پلی    DNAآنزیم   مولر، ميلی 

/100 unit per µl reaction  5 /2   ل( ی استر   مقطر   آب   و  

  سرانجام  د. ی گرد   اضافه   مر ی پرا   و  cDNA  آن   به   و   شد  ه ي ته 

  و   شد   ه د ا د   قرار   سایکلر   ترمال   دستگاه   در   ميکروتيوب 

 گرفت:   صورت   ر ی ز   برنامه   مطابق   PCR  ط ی شرا 

Initial Denaturation:  C° 94  دقيقه؛  2  مدت  به 

Denaturation :  °C94  ثانيه؛   30  مدت  به  

Annealing  30  ي  هاژني  برا  دما  ن ی)ا  ثانيه

GAPDH:  °C57،  BDNF:  °C95،  NT3:  °C56   و  

NGF:  °C58  و  Extension:  °C72  ثانيه.  30  مدت  به 

 مرحله   آخرین  سيکل   30  اممتا  از  پس

Final Extension  دماي  در  °C72  دقيقه  10  مدت  به  

 پرایمرها  Tm  اساس  بر  Annealing  دماي  شد.  انجام
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  شد. تعيين

 ژن،  اني ب  و  نظر  مورد  قطعه  تکثير  شدن  مشخص  براي

  1/ 5  آگارز  ژل  با  الکتروفورز  روش  به  PCR  محصول

  با   هشد  تهيه  آگارز  هايژل  تمامی  شد.  بررسی  درصد

 شدند.ی  بررس  ژل  شگرینما   دستگاه  از   استفاده

  1  جدول  در  هاآن  اندازه  و  استفاده  موردي  مرهایپرا

 است.  آمده

 
 

 

 تجزيه و تحليل آماري

  16  ویرایش  SPSSافزار  آناليز آماري با استفاده از نرم

معنی اختلاف  بررسی  منظور  به  شد.  بين  انجام  دار 

یکگروه واریانس  آزمون  از  آن  ها  دنبال  به  و  طرفه 

استفاده شد. همچنين   LSDو    Tukeyآزمون تکميلی  

معنی گروهاختلاف  بين  از دار  استفاده  با  تيمار    هاي 

Independent-sample T Test    .0/ 05انجام شد>p  

معنیبه سطح  شدعنوان  گرفته  نظر  در    نهایتاً.  داري 

 .گردید ترسيم Excel با نمودارها

 

 هايافته
 ق ي تزر محل دييتأ وي ميستوشيمنوهي اي بررس

  ( 1)  شکل   در  آنی  رنگي  انتها  و  قیتزر  کانول  محل

  در   اًقيدقی  رنگ  منطقه  کهيطور  به  است،  شده  مشخص

 شود.یم مشاهده مخطط جسم هيناح

 

 

 محل قرارگیری کانول تزریق 

 

 
 

( محل قرارگيري کانول تزریق و انتهاي رنگی آن که در ناحيه  1شکل 
 باشد، در شکل نشان داده شده است. جسم مخطط مغز می

Fig 1) The location of the injection cannula and its 

colored end within the brain striatum was shown in 

the figure 

 

 نیروزيتیآنتی  ميستوشيمنوهیا  از  حاصل  جینتا

  مثبت   TH  ياهنورون  تراکم  که  داد  نشان  لازيدروکسيه

 RT-PCRهای استفاده شده در پرایمر( 1جدول 

  اندازه محصول
(bp ) 

 اندازه پرايمر 
(bp ) 

 پرايمر توالي

203 
21 5'-TGACATCAAGAAGGTGGTGAA-3' GAPDH-F 

21 5'-CCCTGTTGCTGTAGGCGTATT-3' GAPDH-R 

181 
20 5'-AGGTCAGAATTCCAGCCGAT-3' NT3-F(31) 

20 5'-GTTTCCTCCGTGATGTT-3' NT3-R 

405 

20 5'-GCCCAACGAAGAAAACCATA-3' BDNF-F(31) 

20 5'-GATTGGGTAGTTCGGCATTG-3' BDNF-R 

164 

19 5'-CCTCTTCGGACACTCTGGA-3' NGF-F(31) 

19 5'-CGTGGCTGTGGTCTTATCT-3' NGF-R 
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 مدل  گروه  اهيس  جسم  منطقه  در  ک(ینرژي)دوپام

 (A2  )شکل  شم  با  سهیمقا  در(  B2  )شکلی  نسونيپارک 

 (. 2 )شکل داد نشان راي ريچشمگ  کاهش

 

 يروزين هيدروکسيلازي آنتي تآميزرنگ

 
مثبت در   THهاي ریق نوروتوکسين که تراکم نورون زتها پس از جسم سياه مغز ميانی موش  ةتيروزین هيدروکسيلاز ناحي( ایمنوهيستوشيمی آنتی 2شکل 

 نشان داده شده است.   (B) و مدل پارکينسونی  (A) هاي شمگروه

Fig 2) Anti-tyrosine hydroxylase immunohistochemistry of rat midbrain substantia nigra after neurotoxin injection, 

showing the density of TH-positive neurons in the sham (A) and Parkinsonian model (B) groups 
 

  با   ASCsي  ها سلول ي  ك ي مورفولوژ ي  بررس 

 نورت ي ا   كروسكوپ ي م 

  و   شکل ی  دوک ي  ظاهر   سوم   پاساژ   ASCsي  ها سلول 

  ها سلول   ن ی ا   که   آنجا   از   دادند،   نشان   را ی  بروبلاست ي ف 

  از   داشتند،   را   کشت   فلاسک   کف   به   دن ي ب س چ   ت ي قابل 

  و   ( A3  )شکل   شدند ی م   جدا ی  آسان   به ی  خون ي  ها سلول 

  قابل   B3  شکل   در   BrdU  با   شده   نشاندار ي  ها سلول 

 است.   مشاهده 
 

 BrdUهاي نشاندار شده با گاهي وايمنوسينوشيمي سلولهاي بنيادي چربي پاساژ سوم در شرايط کشت آزمايشسلول

 
 

ها مشاهده ( همان سلولBچسبند. )هاي بنيادي چربی موش، که نمایی دوکی شکل و کشيده دارند و به کف فلاسک کشت می سوم سلول ژ( پاساA) (3شکل 
 اند. نشاندار شده BrdUشوند که قبل از پيوند با می

Fig 3) (A): Adipose tissue stem cells at passage 3 with spindle-shaped and elongated morphology were adhered to the 

bottom of the culture flask. (B): The same cells were BrdU labeled prior to transplantation 
 

  در   مستقر  شده  نشانداري  هاسلول  زين  (4)  شکل  در

 BrdUی  آنتی  ميوشستيمنوهیا  با  که  ب،يآس  محل

 شوند. ی م هدهمشا
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 مثبت پیوند شده در محل آسیب  BrdUهای سلول

 
 

هاي  شوند، که با هستهها در محل پيوند مشاهده میسلول  (4شکل 
BrdU اي تيره هستند در محل آسيب  مثبت که به رنگ قهوه 

 اند.مستقر شده
 

Fig 4) Homing of cells at the graft site were detected 

with dark brown BrdU-positive nuclei at the injury site 
 

 

 از  استفاده  با  کينوروتروف ي  هاژن  انيبي  بررس

 RT-PCR کيتكن

  ،BDNF،  NT3ي  ها ژن  به  طبو مر  الکتروفورز  ژل

NGF  و  GAPDH  شود. یم  مشاهده  (5)   شکل  در  

 طرفه   کی  انسیوار  زيآنال  با  هاداده

(One Way ANOVA)،  ی  ليتکم  آزمون  همراه  به

Tukey  در   که  همانطور  گرفت.  قراری  بررس  مورد  

  ، BDNFي  هاژن  انيب  شود، یم  مشاهده   ( 6)  شکل

NT3  و  NGF  هشکای  نسونيپارک   مدل   گروه  در 

  ن يهمچن  داد.  نشان  شم   با  سهیمقا  در  راي  داریمعن

  وی  نسونيپارک   مدلي  هاگروه  نيبي  داریمعن  اختلاف

  ش یافزا  نشد.  مشاهده  مذکور  ژن  سه  انيب  در  کشت 

  ط يمح  +  سلولي  هاگروه  در  BDNF  ژن  انيب  داریمعن

  مدل ي  هاگروه  با  سهیمقا  در  سلول  و  شنالیکاند

  شد. مشاهده کشت  وی نسونيپارک 

  شیافزا  سلول  و  شنالیکاند  طيمح  +  سلولي  ها گروه

ي  هاگروه  با  سهیمقا  در   NT3  ژن  انيب  دري  داریمعن

 کهیحال  در  دادند،  نشان   کشت   وی  نسونيپارک   مدل

  وی  نسونيپارک   مدلي  هاگروه  نيبي  داریمعن  اختلاف

  دري  داریمعن  اختلاف  نيهمچن  نشد.  مشاهده  کشت 

  طي مح  سلول+ي  هاگروه  نيب  در  مذکور  ژن  انيب

 گروه   در  NT3  ژن  انيب  نشد.  مشاهده  شم  و  شنالیکاند

  +   سلول  گروه   با   سهیمقا   در  راي  داریمعن  کاهش  سلول

 داد. نشان الن شیکاند طيمح

ي  هاگروه  نيب  NGF  ژن  انيب  دري  داریمعن  اختلاف

 انيب  نيهمچن  نشد.  مشاهده  کشت   وی  نسونيپارک   مدل

  ش اهک   سلول  و  کشت ي  هاگروه  در  مذکور  ژن

  ط يمح  +   سلول  گروه  با   سه یمقا  دري  داریمعن

 شنالیکاند  طيمح  +  سلول   گروه  داد.  نشان  شنالیکاند

 نيهمچن  نداد.  انشن  شم  گروه   با ي  داریمعن  تفاوت

  کشت   و  سلولي  ها گروه  نيبي  داریمعن  اختلاف

 .نشد مشاهده

 های مورد آزمایش ژل الکتروفورز ژن 

 
 

 GAPDH:203 bp؛  NGF:164 bp؛ NT3:181 bp؛ BDNF:405 bpهای ژل الکتروفورز ژن  (5شکل 
Fig 5) The gel electrophoresis of BDNF: 405bp, NT3: 181bp, NGF: 164bp and GAPDH: 203bp 
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 ي ش ي آزماي هاگروه  در   NGF  و  BDNF،  NT3ي  هاژن   انيب  زانيم

 

 
 

 داری با سلول + محیط کاندیشنالمعنی $های مدل پارکینسونی و کشت، داری با گروهمعنی  #داری با شم، معنی  * (6شکل 

Fig 6) * significant versus sham; # significant versus Parkinsonian model and culture groups; $ significant versus 

cell+conditioned medium group 
 

  ل دم  يهاموش  سلول:  شاملي  شي آزماي  هاگروه

  ASCs  سلول  1×510  تعداد  هاآن  به  که  ،ینسونيپارک 

 مدل ي  هاموش  شنال:ی کاند  طيمح  +  سلول  شد؛  قیتزر

 به  ASCs  سلول  1×510  تعداد  هاآن  به  که  ،ینسونيپارک 

  شد؛   قی تزر  ب يآس  محل  در  شنالیکاند  طيمح  همراه

ي  حاو   کشت   طيمح  در  که   ASCي  هاسلول  کشت: 

  شدند؛   داده  شت ک   نيروتی  شگاهیآزما  طیشرا  و  سرم

  ن ينوروتوکس  هاآن   به  کهی  واناتيح   :ینسونيپارک   مدل

  راست  سمت   مخطط  جسم  در   طرفه  کی   صورتبه

  به  نيسال  نرمال  هاآن   به   کهیی  هاموش  شم:  شد؛  قیتزر

  سمت  مخطط  جسم  هيناح  در  نينوروتوکس ي  جا

 شد.  قیتزر راست 

 

 بحث 
   نينوروتوکس  طرفه  کی  قیتزر  از   مطالعه  نیا  در

6-OHDA  استفاده  مخطط  جسم  در   ب يآس   جادیاي  راب  

 از  ب،يآس  جادیا  صحت   از  نانياطم  يبرا  .(33)  شد

 لازيدروکسيه  نیروزيتیآنتی  ميستوش يمنوهیا  کيتکن

 مدل  گروه  در  که  داد   نشان  ج ینتا  .شد  استفاده

  TH  به  کهی  نيدوپامي  هانورون  تراکم  ینسونيپارک 

  ینايم  مغز  اهيس  جسم  هيناح  در  اندداده  مثبت   پاسخ

  جهينت  نیا   است.  افتهی  کاهش  شم  گروه  به  نسبت 

 مدل   گروه  در  ینيدوپامي  هانورون  ب یتخر  دهندهنشان

  نيهمچن   .است   نينوروتوکس  قی تزر  از  پسی  نسونيپارک 

  ، BDNF  کينوروتروفي  هاژن  انيب  حاضر،  العه طم  در

NT3  و  NGF  با   هاگروهی  تمام  مغز  مخطط  جسم  در  

 انيب  دارینمع  کاهش  د.یگردی  بررس  RT-PCR  روش

  با   سهیمقا  دری  نسونيپارک   مدل  گروه  در  مذکوري  هاژن

  نیا  در   که  بوده  ب يآس   مدل  صحت   کننده  دیيتأ  شم،

  روش   نیا  کهيطور  به   بود.  شده  برده  کار  به  قيتحق

  کاربرد   زين  نسونيپارک ی  شگاهیآزما  مدل  هيتهي  برا

ي  هاژن  اني ب  دري  داریمعن  اختلاف  که   آنجا  از  دارد.
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  مشاهده   کشت   و ی  نسون ي پارک   مدل ي  ها گروه   ن ي ب   مذکور 

  در   ک ي نوروتروف ي  ها ژن   ان ي ب یی توانا   برد ی پ   توان ی م  نشد، 

ی  شگاه ی آزما   کشت   ط ی شرا   تحت   ASCsي  ها سلول 

  است. ی  نسون ي پارک   مدل   در   ده ی د   ب ي آس ي  ها سلول   مشابه 

  +   سلول ي  ها گروه   در   BDNF  ژن   ان ي ب   دار ی معن   ش ی افزا 

  نشان   کشت   گروه   با   سه ی مقا   در   سلول   و   شنال ی کاند   ط ي مح 

  از ی  شگاه ی آزما   کشت   ط ی شرا   در ي  اد ي بن ي  ها سلول   داد، 

  که ی زمان   نبوده.   برخوردار   فوق   ژن   ان ي ب   در یی  بال یی  توانا 

  محل   در   شنال ی کاند  ط ي مح  با   همراه   ا ی   و یی  تنها   به  ها سلول 

  ب ي آس  ه ي ناح  ط ي زمح ی ر   ر ي تأث  تحت  شوند، ی م   مستقر   ب ي آس 

  ک ی تحر   BDNF  ژن   ان ي ب   جهت   در   را   ها سلول   قادرند 

  ها نورون   محافظت   بر ی  مبن ي  شواهد   ر ي اخ   مطالعات   کنند. 

  را   زاد درون   BDNF  ق ی طر   از   زا ب ي آس   عوامل   برابر   در 

 (. 34)   اند داده   گزارش 

رشد    ز ی تجو   پس   آمده   ها گزارش   از ی  برخ   در  فاکتور 

مغزي     به   قادر   مذکور   فاکتور   زا، برون   ( BDNF) عصبی 

  ک ی تحر   به   منجر   و   نبوده ي  مغز   –ی  خون   سد   از   عبور 

ي  ها ي مار ي ب   در   عملکرد   بهبود   آن   دنبال   به   و یی  زا نورون 

 (. 35)   شود ی نم   و ي نورودژنرات 

  که یی  ها موش   داد،   نشان   ق ي تحق   ن ی ا   در   RT-PCR  ج ی نتا 

  شنال ی کاند   ط ي مح   +   سلول   ا ی   و یی  تنها   به   سلول   ها آن   به 

  NT3  ژن   ان ي ب   در ي  دار ی معن   ش ی افزا   بود،   شده   زده   وند ي پ 

  و ی  نسون ي پارک   مدل ي  ها گروه   با   سه ی مقا   ر د   ب ي آس   محل   در 

  کاهش   کشت   گروه   در   که ی حال   در   دادند.   نشان   کشت 

ي  ها گروه   با   سه ی مقا   در   مذکور   ژن   ان ي ب   در ي  دار ی معن 

  با   همراه   ا ی   و یی  تنها   به   سلول   ن ی بنابرا   شد،   ده مشاه   مار ي ت 

  NT3  ژن   ان ي ب   ش ی افزا   به   قادر   ب ي آس   محل   در   ترشحاتش 

  گروه  در   فوق   ژن   دار ی معن  هش کا  ز ي ن ی طرف  از  است.   شده 

  د ی مؤ   شنال ی کاند   ط ي مح   +   سلول   گروه   به   نسبت   سلول 

  که   ترشحاتش   همراه   به ي  اد ي بن ي  ها سلول   که   آنست 

  وند ي پ   از   پس   است   ک ي نوروتروف ي  فاکتورها ي  حاو 

  د ي تول   و   داشته   ب ي آس   محل   در   را   ها سلول   ک ی تحر یی  توانا 

  در   ب ي رت ت ن ی بد   و   کند ی م   القاء   را   ک ي نوروتروف ي  فاکتورها 

  زده   وند ي پ یی  تنها   به ي  اد ي بن ي  ها سلول   که ی زمان   با   سه ی مقا 

  ب ي آس ي  ها نورون   محافظت   در ي  مؤثر   نقش   شوند، ی م 

  در ی  چرب ي  اد ي بن ي  ها سلول   داد،   نشان   ج ی نتا   دارد.   ده ی د 

  برخوردار ی  ت ي قابل   ن ي چن   از ی  شگاه ی آزما   کشت   ط ی شرا 

  ط ي زمح ی ر  معرض  در  گرفتن  قرار   و   وند ي پ  از   پس  و   نبودند 

ي  ها ژن   ان ي ب یی  توانا   از   ، ی التهاب ي  فاکتورها   ي و حا 

  بقاء   NT3  شده   گزارش   شدند.   برخوردار   ک ي نوروتروف 

ي  ها موش   در   را ی  ان ي م   مغز   ک ی نرژ ي دوپام ي  ها نورون 

 (. 36و    19)   دهد ی م   ش ی افزا یی  صحرا 

  و   کشت ي  ها گروه   در   NGF  ژن   ان ي ب   مطالعه   ن ی ا   در 

  +   ل سلو   گروه   با   سه ی مقا   در   را ي  دار ی معن   کاهش   سلول 

  کشت ي  ها گروه   ن ي ب   ن ي همچن   داد.   نشان   شنال ی کاند   ط ي مح 

  سلول   ن ی بنابرا   نشد.   مشاهده ي  دار ی معن   اختلاف   سلول   و 

ی  ترشح ي  فاکتورها ي  حاو   که   شنال ی کاند   ط ي مح   همراه   به 

  ژن   ان ي ب   ش ی افزا   به   منجر   ب ي آس   محل   در   بوده   سلول 

NGF   اختلاف   شم   با   گروه   ن ی ا   که   آنجا   از   و   است   شده  

  و  مذکور   ژن   ان ي ب  ک ی تحر   با  بود،   نداده   ان نش   را ي دار ی معن 

  ع ی تسر   باعث   ب ي آس   محل   در   NGF  ترشح   آن   دنبال   به 

  مه ي ن   ک ي نوروتروف ي  فاکتورها   است.   ده ی گرد ي  بهبود   روند 

  محدود   را   ها آن ی  درمان   کاربرد   که   دارند ی  عمرکوتاه 

  ها مولکول   ن ی ا   اد ی ز   نسبتاًی  مولکول   وزن   ، ی طرف   از   کند. ی م 

  37  ، 23)   شود ی م ي  مغز ی  خون   سد   از   ا ه آن   عبور   مانع   ز ي ن 

 (. 38و  

ما   این مقاله تحت  یا م حمایت  اي  سسه ؤ لی هيچ سازمان 

 . باشد نمی 
 

 ي ر ي گ جه ي نت 

ي  اد ي بن ي  ها سلول   ز ی ا تم   نه ي زم   در ي  اد ی ز   قات ي تحق   تاکنون 

ی  شگاه ی آزما  کشت   ط ی شرا   در ی عصب ي  ها سلول   به ی چرب 
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  دست   به   ج ی نتا   است.   شده   ها سلول   ن ی ا   وند ي پ   سپس   و 

  In vitro  ط ی شرا   در   ها سلول   داد،   نشان   مطالعه   ن ی ا   از   ه آمد 

  باشند، ی م   برخوردار   ک ي نوروتروف ي  ها ژن   ان ي ب یی  توانا   از 

  شنال( ی کاند   ط ي )مح   شان ترشحات   همراه   به   که ی زمان ی  ول 

  ه ي ناح   ط ي زمح ی ر   ر ي تأث   تحت   شوند،   ق ی تزر   ب ي آس   محل   در 

ي  ها ژن   ان ي ب   جهت   در   را   ده ی د   ب ي آس ي  ها سلول   قادرند 

  ن ی بد   کنند.   القاء   NGF  و   BDNF ،  NT3  ک ي روف نوروت 

ی  درمان   سلول   جهت ی  مناسب   د ی کاند   ها سلول   ن ی ا   جهت 

ي  ها بافت   م ي ترم ي  برا   را ي  ا تازه   د ي ام   که   بود،   خواهند 

 کنند. ی م   فراهم   ده ی د ب ي آس ي  رکز م ی  عصب 
 

 

 سپاس و قدرداني 

ي  برا   کوشا   ابوطالب   نامه ان ی پا   از ی  بخش   حاصل   مقاله   ن ی ا 

  از ي  جانور ي  ولوژ ی ز ي ف   رشته   ر د ي  دکتر   درجه   اخذ 

  له ي نوس ی بد   باشد. ی م   دامغان ی  اسلام   آزاد   دانشگاه 

ي  همکار   پژوهش   ن ی ا   در   که ي  افراد   ه ي کل   از   سندگان ی نو 

  دامغان ی  اسلام   آزاد   دانشگاه   ه ی پا   علوم   دانشکده   و   کردند 

 دارند.   را ی  قدردان   و   تشکر   کمال 
 

   منافع   تضاد 

   له مقا   سندگان ی نو   توسط   منافع   تعارض   گونه چ ي ه 

 . ت اس   نشده   ان ي ب 
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Abstract 
Background: Adipose tissue stem cells (ASCs) cause faster repair of damaged tissue posttransplantation 
by releasing growth factors in neurodegenerative diseases. ASCs secrete factors in the culture medium 
called conditioned medium (CM) in vitro. This study investigated the expression of neurotrophin genes in 
vitro culture and transplant of ASCs in Parkinsonian rats. 
Materials and Methods: In this study, expression of neurotrophin genes was investigated in vitro and in 
vivo. In vitro means evaluating expression of genes in the conditioned medium from 21-day culture of 
ASCs (culture group) and the transplantation group, which were divided into subgroups of Parkinsonian 
rat model receiving ASCs (Cell group), and another group reveiving cells and conditioned medium  
(Cell + Conditioned Medium group). The sham groups were designed with Parkinsonian model and sham 
animals injected respectively with 6-OHDA (neurotoxin) and normal saline (neurotoxin solvent) instead of 
neurotoxin. All the injections were performed stereotaxically into the right striatum. After eight weeks of 
treatment, the transplantation areas were isolated and stored at -70 °C. Then, the exression of neurotrophin 
(BDNF, NT3 and NGF) mRNAs was analyzed. 
Results: BDNF and NT3 mRNA expression levels were significantly higher in the cells+conditioned  
medium and cell, as compared with the culture group. A significant decrease in NT3 gene expression in 
cell group was observed compared to that of cell group + conditional medium. NGF expression of the  
culture and cell groups showed a significant decrease compared to the cell+conditional medium group. 
Conclusion: In vitro cultured ASCs cannot significantly induce expression of neurotrophin genes, but 
when the cells are transplanted along with secretions (conditional medium) at the site of injury, the  
microenvironment of the transplantation site can induce higher expressions of neurotrophins. These cells 
will be good candidates for cell therapy. 
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