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  چكيده
در  ايـسكمي هيپوكـسيك    مشتق از خون بند ناف جنين انسان روي ضايعات مغزي ناشي از              ي بنيادي ها   اثر درماني سلول   مطالعه :هدف

   ايسكميك دچار سكته مغزي موش صحرايي
با اين توصيف كـه ابتـدا بـراي ايجـاد مـدل آزمايـشگاهي سـكته مغـزي         . هاي جوان انجام گرفت مطالعه حاضر روي رت  :هامواد و روش    

هاي موجود در خون بند نـاف كـه جداسـازي             سپس سلول .  دقيقه بسته شد   30 شريان كاروتيد حيوانات مورد مطالعه براي مدت         ،ايسكميك
 سلول از طريق وريد دمي به حيوانـات گـروه تجربـي تزريـق               2×105دار شدند، به مقدار       ن نشان شده و با استفاده از برومودي اكسي يوريدي       

كه در گروه شم، تزريقي صورت نگرفت و علاوه بر اين دوگروه، تعدادي از حيوانات تحت عنوان گروه كنترل در نظر گرفتـه    شدند در حالي  
  .  باقي ماندندشد كه مورد عمل جراحي و تزريق قرار نگرفته و دست نخورده

 حركتي و همچنين مطالعات عصب شناختي مناطق آسـيب ديـده   -هاي رفتاري دست آمده بر اساس تجزيه و تحليل واكنش       نتايج به  :يافته ها 
هـاي بـه عمـل آمـده نـشان داد كـه               بررسي.  شم و گروه تجربي ارزيابي شد      ،مغزي با تأكيد بر ناحيه قشر فرونتال مغز حيوانات گروه كنترل          

دهنده كاهش درصد  هاي بافتي نشان علاوه بررسي  حركتي گروه تجربي نسبت به گروه شم و كنترل بهبود يافته است و به-هاي رفتاري كنشوا
  .بافت ضايعه ديده در گروه تجربي در مقايسه با گروه شم است

  . يده ناشي از سكته مغزي ايسكميك موثر مي باشد مشتق از خون بند ناف در ترميم بافت مغزي آسيب دهاي بنيادي سلولپيوند : نتيجه گيري
  

   قشر فرونتال مغزي، هيپوكسي ايسكيميسلول بنيادي، :ها كليد واژه
  

  مقدمه
مغـزي يكـي از مهمتـرين عوامـل         سـكته   در حال حاضـر     

هاي حسي حركتي است كه به خاطر انـسداد مـويرگي             ناتواني
 و ميـر    بنـابراين زمينـه مـرگ     . آيد  پديد مي  مغزييا كم خوني    

توانـد   هاي عصبي بسته به ناحيه ضايعه ديده در مغز مـي           سلول

  .ان ناپذيري به دنبال داشته باشدعوارض ناگوار و جبر
گونـه ضـايعات      تجربه نشان داده است كه اگر چه براي ايـن         

ــدارد و صــرفنظر از تجــويز  ــان قطعــي وجــود ن داروهــاي  درم
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  بسنده فيزيوتراپيو  هاي توانبخشي     درمانمكمل ديگري از جمله     
   ].1[كه براي بازيافت سلامتي چندان مؤثر نيستشود  مي

 در ميـان     اين اخـتلال عـصبي شـايع،        درمان برايبنابراين  
 اسـت جامعه پزشكي به يك استراتژي ترميمي كار آمد نيازمند          

اي كه روي اثـر      ات گسترده در حال حاضر با توجه به تحقيق       و
ويـژه    بـه ي بنيادي در نواحي مختلـف بـدن و          ها  درماني سلول 
شـود،   هاي سيتم عصبي در سطح جهاني انجام مي   روي بيماري 
هـاي اصـلي درمـان سـكته      تواند يكـي از راه    مي سلول درماني 

   .مغزي در نظر گرفته شود
 هستند كه توانـايي     نامتمايزيهاي    هاي بنيادي سلول    سلول

كننـد   ساز را در خود حفظ مـي       هاي پيش   تكثير و توليد سلول   
توانند در پاسـخ بـه تحريكـات خـاص بـه انـواع          در نتيجه مي  

هاي ما در مـورد       دانسته. هاي موجود در بدن تمايز يابند       سلول
 در حـال رشـد اسـت و اخيـرا چـشم             سـرعت   بهها    اين سلول 

 جريـان   هاي ترميمي مغز در     هاي جديدي را در استراتژي      انداز
 هاي حادي نظير سكته مغزي ايسكميك و صدمه مغزي          بيماري

 كـره  هاي مزمنـي نظيـر پاركينـسون،        و همچنين بيماري  ] 4-2[
 اسـكلروزيس  آميوتروفيـك طرفـي ،        اسكلروزيس نتينگتون،ها  

پيـشرفت  . پيش روي ما گذاشته است    ] 5و 4[مولتيپل وآلزايمر   
ني جديـد   دهـد كـه روش درمـا       در تحقيقات اميد ايـن را مـي       

هاي بنيادي در مغز صدمه ديده ناشي از          سلول استفاده از پيوند  
  .  شودكاربردي ميكايس

ي بنيادي در سرتاسر دوره تكامل پستانداران       ها  انواع سلول 
 وجود دارد كه  ها  شوند و چندين منبع براي اين سلول       توليد مي 

 ها اين سلول. دن مغزي مفيد باشايسكميممكن است در درمان     
ي بنيـادي عـصبي    ها  سلول ،]6[ي بنيادي جنيني    ها  سلول شامل

موجود در نواحي در حال تكامل خاصـي از مغـز پـستانداران             
 مغز استخوان، خون بنـد      ي بنيادي مشتق از   ها  سلول و] 7[بالغ  

شـامل جمعيتـي     خون بند ناف  ]. 8[هستند  ناف و بافت چربي     
ن بـه   ي بنيادي است كه توانايي بـالقوه تبـديل شـد          ها  از سلول 
 اين مزيت   ها  علاوه اين سلول   هب ]9[ند  ي عصبي را دار   ها  سلول

ي مزانـشيمال مـشتق از مغـز    ها را دارند كه در مقايسه با سلول   
 بنـابراين در طراحـي      ].10[ استخوان كمتر ايمونوژنيك هستند   

ي بنيـادي  هـا  اين تحقيق سعي شده است تا با استفاده از سلول         
ا بـه بـدن مـدل آزمايـشگاهي         ه ـ مشتق از بند ناف و انتقال آن      

جايگزيني ايـن    سكته مغزي ايسكميك، ميزان بهبود حركتي و      
ي هـا   بـا اسـتفاده از آزمـون       بافت دچـار ايـسكمي     ها در  سلول

  . دشوحركتي و ايمنوهيستوشيمي بررسي 
  

  ها مواد و روش
  اي  هاي تك هسته آوري خون بند ناف و جداسازي سلول  جمع-الف

 ساله مراجعه كننده    40 تا   20 مادران   خون بند ناف ازبند ناف    
به زايشگاه بيمارستان قائم كه سـابقه بيمـاري خاصـي نداشـته و              

هـاي مخـصوص جمـع آوري         سيگاري و الكلي نبودند در كيسه     
خون حاوي دكستروز آدنين سيترات فسفات بـا رعايـت حقـوق            

هـاي     ساعت نمونـه   8آوري شد و در مدتي كمتر از          بيماران جمع 
رقيق شده   ) فاقد كلسيم و منيزيم    PBS( با بافر    1:1 خون به نسبت  

 15هاي سانتريفوژ      در لوله  8:3و سپس خون رقيق شده به نسبت        
به مـدت   g 800 در دماي اتاق با سرعت      Ficoll-Paque ليتر با   ميلي
بـالاي    دقيقه سانتريفوژ شده و سپس لايه سلولي جـدا شـده           20

Ficoll-Paque و زير پلاسما (Buffy Coat)   به آهستگي و دقـت بـا 
جديـد مخروطـي منتقـل     هاي لوله استفاده از پيپت جدا شده و به  

از طريق سانتريفوژ بـا      PBSشدند و پس از دو بار شستشو با بافر        
ــانg 800دور  ــدت زم ــا 10 و در م ــه 20 ت ــلول، دقيق ــاي   س ه
ليتر از سـرم جـدا شـده از      ميلي1ها با   آوري شده در ته لوله      جمع

  . علق شدندخون بند ناف م
  
هـاي   هـاي سـطحي ويـژه سـلول       بررسي بيـان گيرنـده     -ب

  بنيادي تخليص شده از خون بند ناف با روش فلوسايتومتري
هــاي ســطحي  بــا اســتفاده از فلوســايتومتري بيــان گيرنــده

 CD34, CD45)هاي هماتوپويتيك مشتق از خون بند ناف  سلول
ي بنيـادي  ها به منظور انجام فلو سايتومتري، سلول    . بررسي شد 
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هـاي ضـد ايـن        تخليص شده طي مراحل قبل بـا آنتـي بـادي          
ــشانگر ــو    ن ــا دو كروم ــه ب ــلولي ك ــاي س  Fluoresceinژن    ه

isothiocyanate (FITC) و Phycoerythin (PE) كونژوگــه شــده 
هـايي كـه      بودند به طور جداگانه انكوبه شدند تا درصد سلول        

هـا،   د اين سلول  دهند و همچنين تعدا     ها را نشان مي     اين نشانگر 
علاوه بـر ايـن بـه منظـور         . با دستگاه فلوسايتومتر تعيين شوند    

ها در نمونـه سـلولي بايـد يـك نمونـه              تأييد وجود اين سلول   
كنترل نيز در نظر گرفته شود كه براي اين كـار از آنتـي بـادي                

كونژوگـه شـده بـا دو        ) G1ايمنو گلوبـولين    ( كنترل ايزوتيپ   
  .ده شد استفاPE و FITCكروموژن 

  

  BrdUها با  دار كردن سلول نشان -ج

اي جدا شده از خون بند ناف بـه داخـل             هاي تك هسته    سلول
 غني شده بـا سـرم       RPMIهاي كشت حاوي محيط كشت        فلاسك
دار كـردن     بيوتيك منتقل شده و براي نشان        درصد و آنتي   10گاوي  

 3 ،ليتـر از محلـول حـاوي سـلول          ها بـه ازاي هـر يـك ميلـي           آن
هـاي كـشت      رم ماده برومودي اكسي يوردين بـه فلاسـك        ميكروگ

گراد انكوباتور حاوي گـاز        درجه سانتي  37اضافه شده و در دماي      
ارزيـابي  .  ساعت انكوبه شد24 درصد به مدت   5دي اكسيد كربن    
اي جدا شده از خون بند ناف نيـز           هاي تك هسته    زنده بودن سلول  

  . گرفتبا استفاده ازلام نئوبار و تريپان بلوانجام
  

  سكميك  اي ايجاد مدل حيواني سكته مغزي-د
هاي جوان نر نژاد ويستار در سـن          براي اين مطالعه از رت    

گرم بر     ميلي 30با تزريق داخل صفاقي     . دو هفتگي استفاده شد   
گرم بر كيلـوگرم زايلازيـن         ميلي 4درصد و    1كيلوگرم كتامين   

به منظور   سر از نوزادان تحت بيهوشي عميق قرار گرفته و           20
ايجـــاد هيپوكـــسي ناشـــي از ايـــسكمي، مطـــابق روش     

 يك طـرف     و همكاران شريان كاروتيد     (Hidetoshi)هيداتوشي
اين كار بـا برشـي در ناحيـه          ].11[به صورت موقتي بسته شد      

د و پـس از دسـتيابي       شطرفي مياني سمت راست گردن انجام       
به غلاف كاروتيـد و آزاد كـردن كاروتيـد مـشترك از نـسوج               

بـراي   06شريان كاروتيد بـا اسـتفاده از نـخ بخيـه             راف آن، اط
 دقيقـه مـسدود شـده و سـپس شـريان آزاد شـده و                30مدت  

د و حيوانـات    شاستريل بخيه    پوست محل برش تحت شرايط    
  .ه هوش آمدن تحت نظر قرار گرفتندتا زمان ب

 10 ايسكمي،   -سپس در روز هفتم بعد از آسيب هيپوكسي       
حت بيهوشي قرار گرفتـه و از طريـق         سر از حيوانات مجددا ت    

ليتـر     سلول بنيادي معلق در يك ميلـي       105X2وريد دمي تعداد    
سر رت باقيمانده 10. نرمال سالين به هر يك از آنان تزريق شد  

داراي عارضه هيپوكسي به عنوان گروه شم در نظر گرفته شده           
. ليتر نرمال سالين وريدي تزريـق شـد         كه به آنها فقط يك ميلي     

كه دچار هيپوكسي شده باشند        رت سالم بدون آن    10من  در ض 
  .عنوان گروه كنترل در نظر گرفته شدند به

  
  رفتاري و بافتي  بررسي تغيرات حركتي،-ه

 بـراي  آزمـون رفتـاري      2طور كـه قـبلا اشـاره شـد،           همان
ارزيابي عملكرد چگونگي حركت حيوان و وجـود اخـتلالات          

 پيكـري، بـراي     -حركتي و هماهنگي حركات و نقايص حسي      
 1 نوبت شامل روزهاي     3 در   ها  اين آزمون . دشحيوانات انجام   

ي بنيادي براي حيوانات انجـام      ها   بعد از تزريق سلول    14و  7و  
   : كهشد به اين صورت

هـاي    آزمـون نحـوه قـرار گيـري انـدام          در آزمون اول، يعني   
و  (De Ryck)  دركبـه گـزارش   (Modified limb placing)حركتـي 

هاي جلويي و عقبي در       عملكرد هر يك از اندام    ] 12 [همكارانش
 آزمون ارزيابي شده و بـراي  6هر سمت بدن به صورت مجزا در        

 1،  )عدم وجود پاسخ حركتـي يـك انـدام        (هر آزمون امتياز صفر     
 2و  )  ثانيه يك انـدام    2پاسخ حركتي ناكامل يا با تاخير بيشتر از         (
 امتياز براي   16جموع  كه در م  ) پاسخ حركتي سريع و كامل اندام     (

  .يك موش سالم است در نظر گرفته شد
ــه     ــرخش در گوشـ ــون چـ ــي آزمـ ــون دوم، يعنـ   در آزمـ
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(Corner turn testing) مطابق روش هيو ،(Hua)  13[ و همكـارانش [
رها شـده و سـپس تعـداد        )  درجه 30(اي      حيوانات در زاويه بسته   

نـه   نوبت جداگا  10ها از سمت چپ و راست در          هاي آن   برگشتن
هـاي    اگـر ميـزان برگـشتن     . شمارش و به صورت درصد بيان شد      

دو سمت به صورت اتفاقي يكسان بود، سالم در نظر          موش از هر    
گرفته و اگر در حيوان تمايل بـه گـردش بـه يـك سـمت بيـشتر                  

 .گر صدمه مغزي يك طرفه است مشاهده شد، نشان

 براي بررسي تغييرات بـافتي و درصـد ضـايعه بافـت ناحيـه              
 پس از انجام آخرين مرحلـه       14ها، در روز      مي در مغز موش   ايسك
هاي صحرايي بيهوش شده و پـس         هاي حركتي، تمام موش     آزمون

ليتـر    ميلـي 100ليتر نرمـال سـالين سـرد و            ميلي 100از پرفيوژن با    
هــا از  مغــز آن PBSمــول بــر ليتــر  1/0 درصــد در 4پارافرمالدييــد 

تثبيـت كننـده     سـاعت داخـل      24جمجمه خـارج شـده و بـراي         
هـاي    پارافرمالدييد نگهداري شد و پـس از آن از هـر مغـز بلـوك              

هاي   سپس با استفاده از ميكروتوم روتاري برش،پارافيني تهيه كرده
 40ها تهيه و بـه ازاي هـر            ميكرون از بلوك   6كرونال به ضخامت    

ــا هماتوكــسيلين  6بــرش  ــرش را انتخــاب و ب ــي يــك ب  ميكرون
درصد ضايعه بافتي ناحيه ايسكميك در     آميزي نموده و سپس       رنگ

مقايسه با نيمكره سمت مقابل به كمـك سيـستم آنـاليز تـصويري              
(Data Translation, Marlboro, MA) در هر مقطع بافتي محاسبه شد .

  ]: 14[حجم بافت آسيب ديده مطابق فرمول زير محاسبه شد 
 –كـره   مـساحت كـل نـيم     (ميـانگين   = كـره   حجم يك نـيم   

 فاصـله بـين     ×) ساحت ناحيـه آسـيب ديـده       م –مساحت بطن 
   تعداد مقاطع بافتي×مقاطع بافتي 

سپس حجم ناحيـه آسـيب ديـده بـه كمـك فرمـول زيـر                
  :محاسبه شد

 – كره سـالم    حجم باقيمانده نيم  = حجم بافت آسيب ديده     

 كره آسيب ديده حجم باقيمانده نيم

فت علت اينكه از زمان ايجاد ايسكمي در بافت مغز تا تهيه با به
گذشت و طي ايـن مـدت مغـز دسـتخوش             در حدود يك ماه مي    

شد، حجم بافت آسيب ديده به عنوان درصـدي از            چروكيدگي مي 

بنـابراين عـددي كـه از       . كره سالم طرف مقابل بيان شـد        حجم نيم 
كره سالم شـده و عـدد         دست آمد تقسيم بر حجم نيم       فرمول بالا به  

 .زارش شدحاصل به عنوان درصد حجم بافت آسيب ديده گ

هـاي بنيـادي جـايگزين شـده در ناحيـه             براي مشاهده سلول  
ــراي انجــام   ايــسكميك، بافــت مغــزي ناحيــه آســيب ديــده را ب

هاي نـشاندار شـده       هاي ايمنوهيستوشيمي و رديابي سلول      آزمايش
بـادي اوليـه ضـد         استفاده شد، به اين ترتيب كه ابتدا آنتي        BrdUبا  

BrdU       تي بادي ثانويه نشاندار شده    را روي مقاطع ريخته و سپس آن
 را به آن متصل نموده و در نهايت به كمك كروموژن           با پروكسيداز 

DAB   دار در موضـع      هاي نشان   آميزي كرده و سلول      مقاطع را رنگ
 از رنگ هماتوكسيلين    ،در ضمن براي ايجاد كنتراست    . بررسي شد 

  .ها استفاده شد آميزي ساير سلول رنگبراي 
 
  ارزيابي آماري-د

 نـسخه   SPSSگيري شده، ابتدا با نرم افـزار          هاي اندازه   تمام داده 
ها با آزمون چنـد        تجزيه و تحليل واريانس شد و سپس ميانگين        13

  . مقايسه شدp<0.05) ( درصد 5 در سطح احتمال Duncanدامنه 
  

  ها يافته
  هاي هماتوپويتيك خون بند ناف فلوسيتومتري سلول

گرفته شـده از خـون بنـد        هاي    بررسي فلوسيتومتري نمونه  
اي جـدا شـده از خـون     هاي تك هسته   ناف نشان داد كه سلول    

 را بيان كرده و     CD45داري گيرنده سطحي      طور معني   بندناف به 
 43/89هاي معين شده براي اين گيرنـده          ميانگين درصد سلول  

هـاي معـين شـده بـراي          درصد بوده و ميانگين درصـد سـلول       
  .است درصد 28/41 نيز CD34گيرنده 

  
  بهبود حركتي رفتاري

نتايج حاصل از دو آزمون حركتي به اين صورت بـود كـه             
هـاي جلـويي و     توانايي حركت انـدام  Limb Placingدر آزمون

دسـت    هـاي بـه     عقبي هر دو طرف حيوان بررسي شد و امتيـاز         
 ± 2/0(و شـم    ) 2/9 ± 25/0(آمده از حيوانات گروه تجربـي       
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 بـا يكـديگر اخـتلاف       ، سلول در روز اول پس از تزريق      ) 2/9
 ، پـس از تزريـق     7در حـالي كـه تـا روز         . داري نداشـت    معني

كـه ايـن      امتيازهاي هـر دو گـروه افـزايش يافتـه و از آنجـايي             
در مقايسه بـا     ) 7/12 ± 26/0( افزايش امتياز در گروه تجربي      

بارزتر بود از لحاظ آماري با يكديگر        ) 10 ± 47/0(گروه شم   
علاوه اين اختلاف تـا روز        به.  مشاهده شد  اختلاف معني داري  

تر شد و امتيـاز در گـروه تجربـي بـه               پس از تزريق واضح    14
  رسـيد كـه بـا      9/11± 53/0 و در گروه شم بـه        3/15 ± 31/0

  .داشتندي دار  درصد اختلاف معني5يكديگر در سطح احتمال 
گونه  در گروه كنترل كه آن دسته از حيواناتي بودند كه هيچ         

ها صورت نگرفته و به علاوه سلولي دريافـت           در آن  دستكاري
 بـراي  آزموننكرده بودند در هر سه نوبت نتايج حاصل از اين        

دست آمده از دو  هي بها  بود كه با توجه به امتياز    16ها امتياز    آن
  در روز اول و هفـتم      ،دش ـگروه تجربي و شم كه در بالا ذكـر          

دار   لاف معنـي   اين گروه بـا هـر دو گـروه اخـت           ،پس از تزريق  
 14داشته و اگر چه كـه ايـن اخـتلاف بـا گـروه شـم تـا روز                    

گونه نبوده و     همچنان ادامه يافته ولي با گروه تجربي نتيجه اين        
  ).1شكل (داري وجود نداشت   معنيبين اين دو گروه اختلاف

  
هاي بنيادي مشتق از خون بنـد نـاف بـر امتيـاز        ثير تزريق سلول  أ ت .1شكل  

هـاي صـحرايي دچـار سـكته       در مـوش Limb Placing حاصل از آزمون
 در مـدت    ،حيوانات گروه تجربي در مقايسه با گروه شم       . مغزي ايسكميك 

هاي جلويي و عقبـي خـود بهبـود حركتـي              روز پس از تزريق در اندام      14
   (p<0.05). دهند نشان مي

***p<0.001 vs control 
+++p<0.001 vs Sham 

تعادل حركتي مرتبط بـا تمـاس   وضعيت  Corner Turnدر آزمون
هـاي     حيوانات با ثبت تعداد چـرخش      (Vibrissa)حسي موهاي بيني    

حيوان به سمت راست كه دچار هيپوكسي مغزي شده بودند بررسي           
به اين ترتيب كه ايـن آزمـون        . شد و به صورت درصد گزارش شد      

 پس از   14هاي اول و هفتم و        ها در روز    همانند قبلي براي تمام گروه    
 ± 3(ريق سلول انجام شد و نتايج حاصـل در دو گـروه تجربـي               تز
 پــس از تزريــق 1در روز )  درصــد98 ± 3/1(و شــم ) درصــد97

داري نداشـتند ولـي تـا         گر آن بود كه با يكديگر اختلاف معني         نشان
 درصـد بـراي     75 ± 07/3 با توجه بـه نتيجـه        ، پس از تزريق   7روز  

 اختلاف بين اين    ، شم  درصد براي گروه   97 ± 13/2گروه تجربي و    
 نيـز ادامـه     14دار بـودن تـا روز         دو گروه معني دار شده و اين معني       

   )]. 96 %± 21/2( و گروه شم  ) 59 %± 14/3(گروه تجربي [يافت 
دسـت آمـده در       از طرف ديگر؛ در گروه كنتـرل نتـايج بـه          

 ، 54 ± 52/4 پــس از تزريــق بــه ترتيــب 14 و 1،7هــاي  روز
 درصد بود و با نگاهي به نتـايج دو          53 ± 53/4 و   51 ± 82/4

 مـشخص شـد كـه بـا يكـديگر           7 و 1هاي    گروه ديگر در روز   
 در مــورد گــروه 14داري دارنــد ولــي در روز  اخــتلاف معنــي

  ).2شكل (دار از بين رفته است  تجربي اين اختلاف معني

  
هاي بنيادي مشتق از خون بند ناف بـر درصـد             ثير تزريق سلول  أت .2شكل  

هاي صحرايي  در موش Corner Turn راست حاصل از آزمون چرخش به
درصد چرخش به راست در حيوانات گـروه        . دچار سكته مغزي ايسكميك   

اي را نشان      روز كاهش پيشرونده   14 پس از    ،تجربي در مقايسه با گروه شم     
   .(p<0/05)دهد  مي

***P<0.001 vs control 
 +++P<0.001 vs sham 
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  ديده مغزبررسي درصد بافت آسيب 
دست آمده از بررسي بافت آسـيب ديـده مغـز در              نتايج به 

كـره چـپ سـالم در دو گـروه            كره راست در مقايسه با نيم       نيم
 هفته پس از عمل جراحي منجربـه هيپوكـسي          3تجربي و شم    

 نشان داد كه درصد بافت آسيب ديده در گروه تجربـي            ،مغزي
ت كرده  كه يك هفته پس از جراحي سلول درياف       ) 2/3±4/21(

هـا    كـه بـه آن    ) 2/42 ± 73/5(بودند در مقايسه با گـروه شـم         
داري كـاهش يافتـه اسـت         طور معني   سلول تزريق نشده بود به    

  ) 3شكل(

  
كـره   بررسي آماري درصد بافت آسيب ديده مغز در مقايسه با نـيم  .3شكل  

   درصد5سالم مغز در دو گروه تجربي و شم در سطح احتمال كمتر از 
  

  دار در قشر فرونتال آسيب ديده هاي بنيادي نشان سلولجايگزيني 
بررسي مقاطع بافتي مغـز حيوانـات بـر روي ناحيـه قـشر              

 ايـن ناحيـه از مغـز در    4فرونتال متمركز شـد كـه در تـصوير     
بـراي  . حيوانات گروه كنترل به نمـايش گذاشـته شـده اسـت           

دار تزريق شده به گـروه        هاي بنيادي نشان    بررسي وجود سلول  
دسـت    ايمنو هيستوشيمي براي مقـاطع بـه       آميزي   رنگ ،يتجرب

طـور كـه در       آمده از مغز حيوانات اين گروه انجام شد و همان         
هـاي    شود مهاجرت و جـايگزيني سـلول         مشاهده مي  5تصوير  
BrdU+   هاي گرد يـا بيـضي كـه          هايي با هسته     به صورت سلول

 را جذب كرده و DAB اي ها رنگ قهوه كروماتين موجود در آن
رنـگ هـستند      اي كم   اي از سيتوپلاسم قهوه     همچنين داراي هاله  

در ناحيه آسيب ديده مغز از رنگ زمينه       ). C6 و   C5هاي    شكل(
كـه    در حـالي  . بنفش ناشي از هماتوكسيلين قابل تفكيك است      

در در گروه شم كه درماني انجام نـشده پديـده كرومـاتوليز و              
شــود  مــرگ ســلولي بــه وضــوح در ناحيــه قــشري ديــده مــي

  ).B6 و B5هاي  شكل(
  

  
 روزه از گـروه     21 برش كرونال مربوط به يـك نيمكـره مغـز رت             .4شكل

مـشخص شـده اسـت      ) fc(كنترل با بزرگنمايي كم كه ناحيه قشر فرونتال         
  )×4: هماتوكسيلين، بزرگنمايي: آميزي رنگ(

  

  
 روزه از   21هـاي      برش مربوط به ناحيـه قـشر فرونتـال مغـز رت            .5 شكل
تجربـي درمـان    : Cتجربي درمان نشده و     : Bكنترل،  : Aاي سه گانه    ه    گروه

پيكان (شوند    اي ديده مي    بنيادي نشاندار كه به رنگ قهوه     هاي    شده با سلول  
 ناحيه  Bدر شكل   . اند  هاي از دست رفته شده      و جايگزين سلول  )هاي نشانه 

ه قابـل مـشاهد   ) هاي نـشانه    پيكان(هاي پيكنوتيك     ضايعه با نمايي از سلول    
  ) .×100: بزرگنمايي(است با بزرگنمايي بيشتر 
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 روزه از   21هـاي      برش مربوط به ناحيـه قـشر فرونتـال مغـز رت            .6 شكل
تجربـي درمـان    : Cتجربي درمان نشده و     : Bكنترل،  : A. گانه  هاي سه     گروه

هـاي    پيكـان (در اطراف يك مـويرگ      دار كه     هاي بنيادي نشان    شده با سلول  
هـاي از   شوند و جـايگزين سـلول   اي ديده مي  قهوهبه رنگ)  Cنشانه شكل

هـاي     ناحيـه ضـايعه بـا نمـايي از سـلول           Bدر شـكل    . اند  دست رفته شده  
  ).×40: بزرگنمايي(قابل مشاهده است ) هاي نشانه پيكان(پيكنوتيك 

  

  بحث
امروزه طيف وسيعي از مطالعـات مربـوط بـه ضـايعات            

آسـيب  هـاي     مغزي نخاعي و تلاش در زمينـه تـرميم بافـت          
هـاي بنيـادي بـا        ديده عصبي روي پتانـسيل درمـاني سـلول        

بافت چربـي و    (يا غير جنيني    ) خون بند ناف  (منشاء جنيني   
دهـد كـه      تحقيقات نشان مي  . اند  متمركز شده ) مغز استخوان 

صـورت علمـي و       گيري از منابع يـاد شـده چنانچـه بـه            بهره
د تواند بـه بهبـو      اصولي و حساب شده انجام گرفته باشد مي       

چشمگيري چه در ضايعات عصبي و چـه در زمينـه تـرميم             
هـاي    سـلول ] 15[هاي از دست رفته منجر شـود          ساير بافت 

انـد    انساني كه تا كنون در اين گونه مطالعات بررسـي شـده           
هاي بنيادي عـصبي كـشت داده شـده از بافـت              شامل سلول 

 ، ]17 و16 [(NPCs: Neural stem/progenitor cells)جنينـي  
سـاز     پـيش  ،] 19 و 18[هـاي عـصبي نـاميرا         ي سـلول  ها  رده

ساز و اندوتليال جدا شده از مغـز اسـتخوان      هاي خون   سلول
و ] 24[و خون محيطي    ] 23 و 22[ خون بند ناف     ،]21 و 20[

در . هستند] 25[هاي استرومايي مشتق از بافت چربي         سلول

انـد كـه    هاي مطالعاتي متعددي گـزارش كـرده   اين رابطه تيم 
سـاز    هـاي پـيش     خل وريدي و داخل مغـزي سـلول       پيوند دا 

هـاي   خوني جدا شده از خون بند ناف توانايي بهبـود رفتـار      
  ].28 و26،27[حركتي را دارند 

بـا توجـه بـه اينكـه      و همكاران )Chen( چن 2001در سال 
هـاي    ند خون بند ناف انـسان منبـع غنـي از سـلول            دانست  مي

هـا بـه       براي اثبات ورود اين سلول     ،ساز و بنيادي است     پيش
 - هاي عـصبي     متمايز شدن و بهبود فعاليت     ، زنده ماندن  ،مغز

هاي صحرايي سـكته      در موش  ،حركتي در مدل آزمايشگاهي   
 3×105مغزي نوع ايسكميك را القاء كـرده و سـپس تعـداد             

 ساعت  24ز خون بند ناف انسان را به ترتيب         سلول مشتق ا  
ــدن     7و  ــدي وارد ب ــق وري ــي از طري ــس از جراح  روز پ

هـا    هـا بـراي تمـامي گـروه         در ضـمن آن   . حيوانات نمودنـد  
ــاري  آزمــون  Modified Neurological و Rotarodهــاي رفت

Severity Score (mNSS)آميـــزي   را انجـــام داده و رنـــگ
هــا در ناحيــه  ي ســلولايمنوهيــستوشيمي نيــز بــراي بررســ

در ايـن مطالعـه نتـايج حاصـل     . ايسكميك صـورت گرفـت   
 سـاعت   24هاي رفتاري نشان داد كـه تزريـق سـلول             آزمون

هـاي هـر دو آزمـون         پس از جراحي منجر به افزايش امتيـاز       
ــي ــود م ــس از  . ش ــق پ ــه تزري ــالي ك ــط در 7در ح  روز فق
جـاد  داري اي  تغييرات معنيmNSSدست آمده از    هاي به   امتياز
عـلاوه بررسـي ايمنوهيـستوشيمي مقـاطع بـافتي            به. كند  مي

هاي سلولي عصبي و      هاي رده    بيان پروتئين  ،ناحيه ايسكميك 
هاي مهاجرت يافته به مغـز را نـشان داد            گليال توسط سلول  

هاي ديگـران نيـز بـه ثبـت رسـيده             كه اين موضوع در يافته    
  ].26[است 

 24و همكـاران    ) Willing(در مطالعه مـشابهي ويلينـگ       
ــشگاهي ســكته مغــزي   ســاعت پــس از ايجــاد مــدل آزماي

انـساني  هاي بنيادي مشتق از خون بندناف          سلول ايسكميك،
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داخـل    را به دو صورت تزريق وريدي و تزريق مـستقيم بـه           
دسـت     بدن حيوانات كرده و نتـايج بـه        بافت استرياتوم وارد  

آمده را با بررسي بهبـود رفتـار حركتـي حيوانـات بـه ايـن                
خـودي    صورت بيان كردنـد كـه در بهبـود فعاليـت خودبـه            

 هر دو نوع پيوند سلول كارآمد بوده ولـي در مـورد             ،حيوان
 فقـط در صـورت   ،(Stepping test)آزمون حركتي قـدم زدن  

 گــروه تحــت درمــان در تزريــق وريــدي ســلول، نتــايج در
. دهـد  مقايسه با گـروه كنتـرل بهبـود حركتـي را نـشان مـي              

هـا    ها نتيجه گرفتند كه تزريق وريدي اين سـلول         بنابراين آن 
داخل بافت آسيب ديـده بهتـر عمـل           از تزريق مستقيم آن به    

  ]. 27[كند  مي
هاي   در ادامه بررسي بهبود حركتي ناشي از تزريق سلول        

ن بندناف در مـدل آزمايـشگاهي سـكته         بنيادي مشتق از خو   
هاي متعـدد    محققين بر آن شدند تا از دوز       ،مغزي ايسكميك 

ها، به صورت تزريق وريدي استفاده نماينـد و در            اين سلول 
نهايت علاوه بر اينكه به نتايج حاصل از مقالات قبل دسـت            

 اين نتيجه را گرفتند كه بهبود رفتار حركتـي در ايـن             ،يافتند
 ]. 28[بسته به تعداد سلول است حيوانات وا

هـاي   در اين مطالعه آثـار پيونـد داخـل وريـدي سـلول            
بنيادي مشتق از خون بند ناف انسان در مـدل آزمايـشگاهي            

مطالعـه حاضـر    .  ايسكمي بررسـي شـد     - با آسيب هيپوكسي  
هاي بنيادي مشتق از خون بندناف       نشان داد كه تزريق سلول    

فتارهـاي حركتـي در     صورت داخل وريدي باعث بهبود ر      به
هـاي    شـود كـه ايـن بهبـود در نمونـه           هاي ايسكمي مي   مدل

درمان شده در مقايسه با گروه هيپوكسي تيمار نـشده قابـل            
  .مقايسه است

ــه از  ــن مطالع ــاري2در اي ــون رفت و  Limb placing آزم
Corner Turnفعاليت حركتـي  ،براي آزمون اول.  استفاده شد 

كـه    را داشت در حـالي    16از  طبيعي براي حيوانات سالم امتي    

هـاي     امتيـاز  ،طور كـه در بخـش نتـايج ملاحظـه شـد            همان
دست آمده از دو گروه تجربي و شـم در روزهـاي اول و               به

داري  هفتم پس از تزريق سلول با گروه كنترل اختلاف معني         
 اين اختلاف در مورد گـروه تجربـي         14داشتند ولي تا روز     

.  بـود از بـين رفـت       كه تحت درمـان بـا سـلول قـرا گرفتـه           
علاوه در آزمون دوم نيـز كـه معيـار سـالم بـودن حيـوان                 به

گردش اتفاقي به سـمت راسـت و چـپ اسـت و بنـابراين               
 50چرخش به راسـت حيـوان در گـروه كنتـرل در حـدود               

 با نگاهي به نتايج حاصل از دو گروه ديگـر كـه             ،بود درصد
 پــس از تزريــق تمايــل بــه چــرخش بــه راســت  1در روز 
داري   درصد است، اخـتلاف معنـي      100ات نزديك به    حيوان

شود كـه بـه تـدريج در مـورد گـروه             ها مشخص مي   بين آن 
رود و عــدد   ايــن اخــتلاف از بــين مــي14تجربــي تــا روز 

 درصـد  50هاي اين گروه به  دست آمده از درصد چرخش   به
  . شود نزديك مي

دست آمده از مطالعات مشابه قبلـي        اين نتايج با نتايج به    
ولـي در ايـن   . نمايـد  ها را تأييـد مـي   طبق بوده و كاملا آن  من

ناحيـه  ] 27و26[مطالعه بـا وجـود ديگـر مطالعـات مـشابه            
كره سالم بررسي شد و      آسيب ديده مغر نيز در مقايسه با نيم       

نشان داده شد كه در گروه تجربي تحت درمان با سـلول در             
 داري طـور معنـي    مقايسه با گروه شم، حجم ايـن ناحيـه بـه          

] 28[و همكـاران    ) Vendrame(ونـدرام   . كاهش يافته اسـت   
هـا بـه      نيز نشان داده بودند كه تزريـق وريـدي ايـن سـلول            

حيوانات دچار سكته مغزي ايسكميك البته با تعداد بيش از          
  .شود  باعث كاهش حجم ناحيه آسيب ديده مغز مي107

ها بر ايـن امـر دلالـت دارد كـه تزريـق               تمامي اين يافته  
توانند منجر بـه      هاي مشتق از خون بندناف مي       لولوريدي س 

عـلاوه   بهبود رفتار حركتي در مدل آزمايشگاهي شوند و بـه         
دست آمده از كاهش درصد بافـت آسـيب ديـده در             نتايج به 
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كره دچار هيپوكسي در گروه تجربي در مقايسه با گـروه            نيم
دار شده در ناحيه     هاي نشان   شم و همچنين قرارگيري سلول    

 ديده تأييدي بر نتايج قبل بوده و اين پيش فـرض را             آسيب
كنــد كــه بــراي درمــان ســكته مغــزي ناشــي از   تأييــد مــي
هـاي بنيـادي خـون بنـدناف          تـوان از سـلول      مـي  ،هيپوكسي

البته اين موضوع را نيز بايد همواره مـد نظـر           . استفاده نمود 
قرار داد كه هيپوكسي ايـسكمي ايجـاد شـده فقـط منجربـه              

هاي   در ناحيه قشر فرونتال نبوده و بقيه قسمت       ايجاد ضايعه   
ــز در برداشــته اســت، پــس    مغــز مثــل قــشر حركتــي را ني

هـاي    هاي رفتاري انجام شده و بهبود يـا عـدم بهبـود             آزمون
. هاي ديگر مغـز مربـوط شـود         حركتي ممكن است به بخش    

هـاي    بنابراين بايد يادآوري كرد كه در مطالعه حاضر، آزمون        
آميزي و بررسـي تغييـرات       ت عام و رنگ   صور انجام شده به  

صورت خـاص در ناحيـه قـشر فرونتـال صـورت             سلولي به 
  .گرفته است

هـاي تزريـق     بنابراين با تكيه بر اين حقيقت كـه سـلول         
ــده    ــدوار كنن ــايج امي ــدي نت ــل وري ــده داخ ــراي  ش اي را ب

رسد شانس پيونـد      مي نظر  به ،دهد هاي باليني نشان مي     درمان

گـشاي مناسـبي     لعات باليني بتوانـد راه    داخل وريدي در مطا   
هـاي سـخت     براي آن دسته از نوزاداني باشد كه در زايمـان         

دچار هيپوكسي مغزي شده و در معـرض ضـايعات مغـزي             
لازم به ذكر است كـه بـراي        . گيرند غير قابل جبران قرار مي    
هاي بيشتري مثـل تعيـين       ها آزمايش  كاربرد باليني اين سلول   

ــي   ــداد ســلول تزريق ــد عملكــردي در  تع ــابي فواي ــا ارزي ي
  .هاي طولاني مورد نياز است مدت
  

  تقدير و تشكر
اين مطالعه در قالب يك طرح پژوهشي بين دانـشگاهي          

هـاي آن بـه وسـيله معاونـت           به انجام رسيده و عمده هزينه     
محترم پژوهشي دانشگاه علـوم پزشـكي زابـل تـأمين شـده             

 ـ   وسيله از مساعدت    بنابراين بدين . است ه عمـل آمـده     هاي ب
همچنــين از خــدمات تكنيكــي . شــود تقــدير و تــشكر مــي

سركارخانم متجدد در آزمايشگاه تخصـصي بافـت شناسـي          
دانشكده پزشكي مشهد، بخـش زنـان و زايمـان بيمارسـتان            

هاي پرسنل آزمايشگاه كشت سـلولي        و مساعدت ) عج(قائم  
  .شود دانشكده پزشكي مشهد قدرداني مي
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