
اثرات درمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوان و آنتی اکسیدان موجود
در چاي سبز بر حجم انفارکتوس و اختلالات نورولوژیک بدنبال

انسداد دائم شریان مغزي میانی در موش صحرائی 

5، مریم پورحیدر4، غلامحسین فرجاه3، بهنام حشمتیان2، رعنا نقی زاده*1باقر پورحیدر

، ارومیه، ایراندانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارومیهگروه علوم تشریح،ادیار مرکز تحقیقات نوروفیزیولوژي،است1
، ارومیه، ایراندانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارومیهدانش آموخته کارشناسی ارشد آناتومی،2
، ارومیه، ایراننشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارومیهداگروه فیزیولوژي،دانشیار مرکز تحقیقات نوروفیزیولوژي،3
، ارومیه، ایرانگروه علوم تشریح ،دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارومیهدانشیار مرکز تحقیقات نوروفیزیولوژي،4
، ایران، ارومیهدانشجوي دکتري بافت شناسی، گروه علوم تشریح، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی ارومیه5
کی، گروه علوم تشریحیدانشکده پزشارومیه، پردیس نازلو،:نویسنده مسئول*

bpourheydar@yahoo.com: پست الکترونیک

چکیده 

از سـلولهاي  اسـتفاده  امـروزه  . سومین علت مرگ و میر در جهان مـی باشـد  سکته مغزي:زمینه و هدف
بنـام  یترکیب ـچـاي سـبز  . باشـد مـی سـکته مغزی درمان در شایعاز روشهاي ) BMSC(یادي مغز استخوان بن

Gallate-3Epigallocatechin)EGCG(هدف از مطالعه حاضر .استیاثرات آنتی اکسیدانداراي که دارد
.ت می باشدبدنبال انسداد دائم شریان مغزي میانی در رEGCGو BMSCبررسی اثرات درمان ترکیبی 

و BMSC ،EGCG، (vehicle)حامل ایسکمی،هايسر موش صحرائی نر به گروه40:کارمواد و روش
BMSC+EGCGدر همه گروهها شریان مغزي میانی سـمت چـپ بـه روش الکتروکواگولیشـن     تقسیم شدند

دمـی یق وریدز طرابنیاديسلولهاي BMSCو در گروه PBSکل در گروه و هیبعدساعت 24.مسدود گردید
ترکیبی از سـلول و آنتـی اکسـیدان    BMSC+EGCGو در گروه آنتی اکسیدان EGCGدر گروه . تزریق شد
رنـگ  ایمونوهیستوشـیمی جهـت شناسـایی سـلولها و    . نشاندار شدندBrduقبل از تزریق سلولها با . تزریق شد

.تلالات نورولوژیک انجام شدبراي بررسی اختست هاي رفتاري وتعیین حجم انقارکتوسبرايTTCآمیزي 
نسـبت بـه گـروه ایسـکمی کـاهش      در گروههاي درمانی اختلالات نورولوژیکو حجم انفارکتوس:یافته ها

BMSC+EGCGو بهبود رفتاري افزایش پیدا کرد که این افـزایش در گـروه   )>001/0p(معنی داري یافت 

.قابل ملاحظه بود
سکته مغزي در مدل تجربی EGCGو BMSCتزریق تنها و توام این مطالعه نشان داد که :نتیجه گیري

که میزان این تغییرات در . گردیدموجب کاهش حجم انفارکتوس، کاهش اختلالات نورولوژیک و بهبود رفتاري 
.گروه تجویز توام به مراتب بیشتر بود

تست رفتاريسکته مغزي، سلولهاي بنیادي مغز استخوان، اپی گالوکاتکین، :هاي کلیديواژه
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28باقر پورحیدر و همکاران... اثرات درمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوان و
قدمهم

سکته مغزي سومین علت مـرگ و میـر پـس از سـرطان و     
بیماري قلبی و اولین علت اصلی نـاتوانی افـراد در سراسـر    

اگر چه سکته مغزي یک بیماري کشـنده . ]1[جهان است
اما در مقام مقایسه معلومیت و نـاتوانی آن از مـرگ   نیست

700بـه آمارهـاي ذکـر شـده سـالانه      با توجه .بیشتر است
ا اتفاق می افتـد  هزار نفر مورد سکته مغزي در کشور آمریک

یک نفر بر اثر سکته مغـزي دچـار مـرگ    دقیقه3و در هر 
مطالعات پایه و بـالینی چنـدین مکانیسـم را    . ]2[می شود

براي آسیب مغزي پس از سکته بیان می کنند کـه شـامل   
امـه ریــزي شـده ســلول،   پاسـخ التهــابی شـدید، مــرگ برن  
آزاد و)excitotoxicity(مسمومیت سـلولی بـا گلوتامـات    

شدن رادیکالهاي آزاد مـی باشـد بـه گونـه اي کـه بعـد از       
ســکته مغــزي فاکتورهــاي التهــابی و اکســیداتیو افــزایش  

التهابی کـه بعـد از یـک    . ]5-3[چشمگیري پیدا می کنند
مـه مـی   حمله ایسکمی شروع می شود و براي چند روز ادا

.]6[رونی بعد از سکته سهیم اسـت ویابد در مرگ سلولی ن
پاسخ التهابی در اثـر نفـوذ نوتروفیـل هـا و میکروگلیاهـاي      

ساعت بعد از 72تا 24فعال شده به مغز دچار ایسکمی از 
ضایعه آغاز می شود که با آزاد شدن میانجی هـاي التهـابی   

سـیب  مانند سیتوکین ها و کموکاین ها کـه در گسـترش آ  
.]9-7[مغزي نقش دارند، همراه می باشد

ایسکمی مغزي منجر به اخـتلالات عصـبی نظیـراختلالات    
]aphasia (]10(حرکتی، حسی، بینایی، اختلال در تکلـم 

همچـــون کـــاهش ادراك، (و نقـــایص نوروســـایکولوژیک
قـبلاً  انجام تکالیفی که خود شـخص ی یا ناتوانی درکسآپرا

ــه ــناخ)فراگرفتـ ــتلال شـ ، )apraxia agnosia(تی ، اخـ
، اخـــتلال در یـــادگیري فضـــایی )amnesia(فراموشـــی 

)spatial learning ( ــه ــی) memory(و حافظ ــرددم گ
از آنجا که سکته مغزي ازدلایـل شـایع مـرگ و    .]11،12[

میر و نـاتوانی در کشـورها مـی باشـد و ایـن امـر عـوارض        
نی فراوانی را بر زندگی اشخاص گذاشته و هزینه هاي درمـا 

فراوانی را بر خانواده هـا تحمیـل مـی کنـد لـذا محققـین       
بدنبال راهکارهایی براي درمان این بیماران به منظـور کـم   

.کردن عوارض آن می باشند
متعددي براي درمـان سـکته هـاي مغـزي     یراههاي درمان

هدف اصلی این درمانهـا ممانعـت   .تحت مطالعه می باشند

ــین رفــتن نورونهــاي بیشــتر ازاز، و ) neurostoration(ب
مــی ) neurogenesis(جـایگزین شـدن نورونهــاي جدیـد   

سـکمی  یباشد که این دو موجب بهبـود فانکشـنال بعـد از ا   
یکی از راههاي درمانی که امـروزه  .]13[مغزي خواهد شد

cell(بطور شایع در بین محققین رواج دارد سلول درمانی

therapy ( ضایعه یا می باشد که سلولهاي بنیادي به محل
از طریق داخل وریدي تزریـق مـی شـود کـه ایـن سـلولها       

و ایجـاد  ) neurogenesis(موجب ایجـاد نورونهـاي جدیـد   
و در کـل موجـب بهبـود    ) angiogenesis(رگهاي جدیـد  

.]14،15[می گرددعملکرد
را بـه دو دسـته سـلولهاي    ) stem cells(سلولهاي بنیادي 

. می کنندن تقسیمبالغیبنیادي جنینی و سلواهاي بنیادي
سلولهاي چند توان با منشأ داخلی لغینباسلولهاي بنیادي

مختلفی از بدن یافت مـی شـوند از   بافتهايهستند که در 
سلولها مغـز اسـتخوان مـی    نوع غنی براي اینجمله منابع 

شـامل مغز استخوان داراي دو نوع جمعیـت سـلولی   . باشد
HSCS)(Hematopoietic stemسلولهاي بنیادي خونی 

cell وMesenchymal stem cell (MSCS)  می باشـد
Bonemarrow stromal cellsکــه بــه ایــن ســلولها 

(BMSC) 16[هم گفته می شود[.
قادرنــد بــه استئوســیت، کندروســیت ، BMSCســلولهاي 

ــلولهاي    ــورون و س ــیت، ن ــیت، آستروس ــیت، میوس آدیپوس
ولهاي محققـین از سـل  . ]17،18[اندوتلیال متمـایز شـوند  

بنیادي مختلفی براي درمان ایسکمی مغزي اسـتفاده مـی   
قیه مزایایی دارنـد  نسبت به بBMSCکنند ولی سلولهاي

قابل دسترس بودن آنها و سـهولت کشـت و   : که عبارتند از
ایـن سـلولها  همچنین . بالاقدرت پرولیفراسیون ، تکثیر آنها
ی ایمنی را تحریک نکرده و ریسک دفع پیوند پائینسیستم 

مطالعات اخیـر نشـان داده اسـت کـه تزریـق      .]31[دارند
در ضــایعات مختلــف سیســتم عصــبی BMSCســلولهاي 

و معتقدنـد کـه ایـن    ]31[موجب بهبود عملکرد می شـود  
سلولها از طریق ترشـح فاکتورهـاي مختلـف رشـد موجـب      
بقاي سلولهاي عصبی شده و از آپوپتوز آنها جلوگیري مـی  

.بهبـود فانکشـنال مـی شـوند    کنند و از این طریق موجب
ــا آنتــی BMSCامــروزه  درمانهــاي ترکیبــی ســلولهاي   ب

مطالعـات  . اکسیدانها بطور شایع در بین محققین رواج دارد
دهد که استفاده ازآنتی اکسیدانها بهمراه مختلف نشان می
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29)1(9؛ دوره96سالکی خراسان شمالی           مجله دانشگاه علوم پزش
اثر سینرژیستی داشته و موجب افزایش BMSCسلولهاي 

یکـی از آنتـی   ].19،20[گـردد اثر درمانی این سلولها می
اکسیدانهاي مهم که اثـرات آنتـی اکسـیدانی فراوانـی دارد     

چـاي سـبز حـاوي    . باشـد مـی (Catechins)کتکین هـا  
ــین       ــوان کتک ــت عن ــولی تح ــی فن ــب پل ــدادي ترکی تع

(Catechin)ــی . ]21[مــی باشــد فراوانتــرین ترکیــب پل
ــبز   ــاي سـ ــولی چـ Epigalocatechin-3-gallateفنـ

(EGCG)خش عمده فعالیتهـاي بیولوژیـک   می باشد که ب
. ]22[چــاي ســبز مربــوط بــه همــین ترکیــب مــی باشــد

داراي آثـار حفـاظتی   EGCGتحقیقات نشان داده اند کـه 
و نیــز ]23،24[در مقابــل آســیب هــاي ایســکمی مغــزي 

بررسـی هـا   . ]25،26[بیماري هاي نورودژنراتیو می باشـد 
، آثــارEGCGنشــان داده انــد کــه کــاتکین هــا از جملــه 

نوروپروتکتیو خود را از طریق مهار رادیکالهاي آزاد، کاهش 
پراکسیداســیون چربــی، کــاهش آپوپتــوز و نیــز آثــار ضــد 

.]22[التهابی اعمال می نمایند
مطالعــات متعــددي در زمینــه بررســی آثــار نوروپروتکتیــو 

EGCG      در مدل تجربـی ایسـکمی مغـزي صـورت گرفتـه
ه بررسـی اثـرات   است همچنین پژوهشهاي فراوانی در زمین

در ضایعات عروقی مغز انجام شده BMSCپیوند سلولهاي 
ــراه   اســت ــی اکســیدانها بهم ــه اســتفاده از آنت ، از آنجــا ک

اثر سینرژیستی داشته و موجب افزایش BMSCسلولهاي 
ه اینکـه  ب ـگردد و بـا عنایـت   اثرات درمانی این سلولها می

سی طبق بررسی هاي ما تاکنون مطالعه اي در خصوص برر
درمـدل  BMSCو سـلولهاي  EGCGاثرات تزریـق تـوام   

صورت نگرفته ) مدل الکتروکواگولیشن(سکته مغزيتجربی 
لذا در تحقیق حاضربر آن شدیم که اثرات تزریق توام است 

EGCG ــلولهاي ــارکتوس و  BMSCو س ــر حجــم انف را ب
اختلالات نورولوژیک در مدل تجربی انسـداد دائـم شـریان    

.نمائیممغزي میانی بررسی 
روش کار

بالغ نژاد ویستار نر سر موش صحرایی40در این مطالعه از 
موجود در حیوان خانـه دانشـکده پزشـکی ارومیـه بـا وزن      

درجـه حـرارت اتـاق    . ده شداگرم استف250-300تقریبی 
درجه سانتی گـراد و تنظـیم نـور    22-24پرورش حیوانات 

ت سـاع 12سـاعت روشـنایی و   12بر مبناي سیکل نوري 
بـه صـورت   کـافی غذاي مخصوص موش و آب. تاریکی بود

ایـن مطالعـه بـا تصـویب     . یکسان در اختیار آنها قرار گرفت
دانشـگاه علـوم پزشـکی ارومیـه و     کمیته اخـلاق پزشـکی   

رعایت اصول کنوانسیون هلسینکی در مورد کار با حیوانات 
.آزمایشگاهی انجام شده است

5اب شـده و در  موشهاي صحرایی به صورت تصادفی انتخ ـ
گروه ایسـکمی ) الف: قرار گرفتندتایی به شرح زیر8گروه 

گروه) ب.این گروه سکته مغزي ایجاد شدکه در حیوانات .
در این گروه سکته ایجاد شده و بعـد از  . (vehicle)حامل

از طریــق (PBS)فســفات بـافر ســالین  µl30سـاعت  24
در . BMSCگروه ) تزریق شد جصفاقی ورید دمی و داخل

24حیوانات این گروه سـکته مغـزي ایجـاد شـد و بعـد از      
1×106ساعت سلولهاي بنیـادي مغـز اسـتخوان بـه تعـداد      

سوسپانسیون سـلولی از طریـق وریـددمی    µl30سلول در
در حیوانات ایـن گـروه   . EGCGگروه ) د. ]27[تزریق شد

ــد از      ــد و بعـ ــاد شـ ــزي ایجـ ــکته مغـ ــاعت 24سـ سـ
epigallocatechinان به میزmg/Kg50   بصـورت داخـل
در .BMSC+EGCGگـروه  ) ه. ]28[صفاتی تزریـق شـد  

ساعت 24حیوانات این گروه سکته مغزي ایجاد شد بعد از 
سـلول از  1×106سلولهاي بنیادي مغز استخوان بـه تعـداد   

ــددمی و   ــق وریـ ــزان  epigallocatechinطریـ ــه میـ بـ
mg/Kg50    مـدل  .بصورت داخـل صـفاتی تزریـق گردیـد

Middle Cerebral  Artery:زي بـه روش سـکته مغ ـ 

Electrocoagulation Model  که براي اولین بار توسـط
Tamura توضــیح داده شــد 1981و همکــاران در ســال

بطور خلاصه ابتدا حیوان را در وضـعیت  . انجام گرفت]29[
Lateral position     قـرار داده و یـک انسـزیون عمـودي و

وسـط خـط بـین کاسـه     سانتی متر در نقطه 2مایل بطول 
در . چشم طرف چپ و مجراي شـنوایی خـارجی داده شـد   

زیر میکروسکوپ جراحی پوسـت و عضـله تمپـورالیس بـه     
سپس به دنبال یک . آرامی به طرف عقب و پایین برده شد

بـا  Middle cerebralکرانیوتومی کوچـک ریشـه شـریان   
بافـت نـرم بـه جـاي خـود      . دستگاه الکتروکوتر، کوتر شـد 

در طـول عمـل   . ده شـده و پوسـت بخیـه زده شـد    برگردان
Temperatureجراحی درجه حرارت بدن حیوان توسـط  

Control Unit درجه سانتی گراد ثابت نگـه  37در دماي
سلولهاي بنیادي مغـز اسـتخوان تحـت شـرایط     . داشته شد

باسن دوازده هفتـه و  Wistarاستریل از رت هاي بالغ نژاد 
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30باقر پورحیدر و همکاران... اثرات درمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوان و
ــرم طبــ250-300وزن تقریبــی  ــزيق پروتوکــل گ و عزی

پس از بیهوشی به این ترتیب که.]30[همکاران تهیه شد
اسـتخوانهاي تـی   با دوز مضاعف کتامین و گزیلازینعمیق

αمدیوممیلی لیتر6در آورده شد و توسطرتهابیا و فمور 
MEM (sigma)   سـپس  . مغز استخوان آنهـا فـلاش شـد

800دقیقـه و بـا سـرعت   5سوسپانسیون سلولی یه مدت 
محلول رویی دور ریخته شد . دور در دقیقه سانتریفیوژ شد

اضـافه  α-MEMمـدیوم  ،میلی لیتر 10سلولی palletبه
ده درصــد FBS(fetal bovine serum)حــاويشــدکه 

2mlو Glutamine ,100u/ml penicilin , 100mg/ml

streptomycinدرجـه و  37سلولها در دمـاي  . بودCO2

BMSCبطـور کلـی سـلولهاي    . شـدند پنج درصد انکوبـه 

EDTAدرصـد و  25/0با محلـول تریپسـین   تکثیر یافته، 

سـلولها  Viability.سه بار پاساژ داده شـدند درصد 04/0
سه قبل از پیوند توسط رنگ آمیزي تریپان بلو بررسی شد 

Brduآنهـا توسـط   ، BMSCروز قبل از پیونـد سـلولهاي   

(sigma)ار کردن آنهابراي نشاند. نشاندار شدندBrdu  بـا
میکرولیتر به مدیوم حاوي 50و حجم میکرومول5غلظت 

.]31[این سلولها اضافه شد 
پیوند سلولی بـه  BMSC+EGCGو BMSCدر دو گروه 

ساعت پس از ضایعه ایسـکمی،  24:طریق زیر انجام گرفت
سوسپانسیونی از سـلولهاي بنیـادي مغـز اسـتخوان کشـت      

ــه م   ــد و ب ــه گردی ــده، تهی ــزان ش ــلول1×106ی µlدرس

سوسپانسیون سلولی از طریق وریـد دمـی تزریـق شـد     30
سـلولهاي  Viabiltyقابل ذکـر اسـت قبـل از هـر تزریـق      

BMSC با رنگ آمیزيTrypan blue  مورد ارزیابی قـرار
و EGCGساعت پس از ایسکمی در گروه هاي 24.گرفت

BMSC+EGCG، تزریقEpigallocatechin به میـزان
mg/Kg50  از طریـقIP    و بـدون بیهوشـی انجـام گرفـت

]32[ .
براي ارزیابی اختلالات نورولوژیک از دو تست استفاده شـد  

در این تسـت از  . ]33[استفاده شد1ابتدا از تست بدرسون
رتبه اي اسـتفاده شـده کـه بـه روش     6سیستم نمره دهی 

عدم وجود اخـتلال و نقـص قابـل    . زیر نمره دهی می شود
خم ،)1نمره (خم شدن اندام جلویی ؛)ره صفرنم(مشاهده 

شدن اندام جلویی به اضافه کاهش مقاومـت بـه هـل دادن    

1-Bederson's test

چــرخش ،)3نمــره(، چــرخش یکطرفــه )2نمــره (جــانبی
و عـدم  ) 4نمـره (یکطرفه به اضافه کاهش سطح هوشـیاري  
تسـت  ). 5نمـره (تحرك یا مردن حیوان در اثرشدت آسیب 

پـس از  14و7ي ساعت پس از ایسـکمی و در روزهـا  24
ایسکمی در سه نوبت انجام گرفته و میانگین نمـرات ثبـت   

دم معلـق شـده و واکـنش    زت نمره دهی، حیوان اجهشد
حیوان مشاهده و ارزیابی می گردد بطور مثـال در صـورت   

.تعلق می گیرد3چرخش یکطرفه نمره 
حرکتـی موشـها از تسـت    -بـراي ارزیـابی عملکـرد حسـی    

 ــ ــام تســت برچس Adhesive)2ب کاغــذيدیگــري بن

removal tsest) (ART)ــون .]34[اســتفاده شــد آزم
سـاعت پـیش از ایسـکمی،    24جداکردن برچسب کاغذي 

پـس از  14و7ساعت پس از ایسـکمی و در روزهـاي   24
جهـت انجـام   . ایسکمی در سه نوبت در حیوانات انجام شـد 

سـانتی متـر بـه    1×3تست یک برچسب کاغذي بـه ابعـاد  
طرف مقابل ضایعه چسبانده شده و حیـوان  دسته يجپن

50و به ارتفاع 30×60شیشه اي به ابعاد يمحفظهداخل 
زمـان از ابتـداي چسـباندن بـر     . سانتی متر قرار می گیـرد 

چسب تا شـروع تقـلاي حیـوان بـراي کنـدن و در نهایـت       
جداکردن برچسب توسط کرنومتر ثبت می شـود و سـپس   

میـانگین و برحسـب ثانیـه    نتایج سه بار تکرار و به صـورت  
.ثبت می شوند

رت از 4به منظور اندازه گیري حجـم انقـارکتوس مغـزي،    
هر گروه بصورت تصادفی انتخاب شـده و حیوانـات پـس از    

پس از ایسـکمی، بـا دوز   14انجام تستهاي رفتاري در روز 
) mg/Kg20(و گـزیلازین  )mg/Kg160(مضاعف کتامین

بـراي  . گردیـد خـارج  کشته شـده و مغـز آنهـا از جمجمـه    
بدست آوردن حجم هر نیمکره مغز و حجم دو نیمکره پس 
از خارج کردن مغز، اندازه گیري وزن کل مغز و نیمکره هـا  

بدین صورت که داخـل ظـرف   .شودمیتوسط جیوه انجام 
سـپس کـل   . اندازه گیري تا لبه ي آن از جیوه پر می شود

بـه داخـل   بافت مغز روي جیوه قرار می گیرد و جهت نفوذ
جیوه و کاهش کشش سطحی فشـار آهسـته اي بـه بافـت     
مغز وارد می شود میزان جیوه اي که از ظرف اندازه گیري 
به بیرون می ریزد حجم بافت مغز می باشـد کـه وزن مـی    
شود سپس براي بدست آوردن حجم، عدد به دسـت آمـده   

2-Adhesive removal tsest
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31)1(9؛ دوره96سالکی خراسان شمالی           مجله دانشگاه علوم پزش
سـپس  . تقسیم می شود) وزن مخصوص جیوه(543/13به 

خل جیوه خارج گردیده و دو نیمکـره از هـم   بافت مغز از دا
وزن هر نیمکره جداگانه بـه روش فـوق انـدازه    وجدا شده

. به دست می آیدcm3گیري و حجم هر نیمکره بر حسب 
براي اندازه گیري حجم منطقه انقارکته، بافت مغـز پـس از   

ــه مــدت 70تــوزین در دمــاي منهــاي  دقیقــه 5درجــه ب
ماتریکس مغز به قطعـاتی  دستگاه نگهداري و سپس توسط

 ـبـرش کرو 6(میلی متـر 1با ضخامت  بـرش زده مـی   ) الن
تـري فنیـل   5،3،2درصد 2برش ها توسط محلول . شود

1درجه بـه مـدت   37در دماي (TTC)تتراازولیم کلراید 
.ساعت رنگ آمیزي می شود

فاقد رنگ و نواحی سالم بـه  ) انفارکته(نواحی آسیب دیده 
سپس برش هـاروي برگـه شـفاف از    . یدرنگ قرمز در می آ

.منتقل شده و اسکن انجام می شودجنس طلق شیشه اي
اندازه گیري منطقه انفارکتـه توسـط نـرم افـزار پردازشـگر      

در ایـن نـرم افـزار حجـم     . آنالیز می شودImage jتصویر
ــدازه گیــري شــده و در   منطقــه انفارکتــه در هــر بــرش ان

6طق انفارکتـه در  میلی متر ضرب می شود منا1ضخامت 
برش با هم جمع شده و میزان منطقه انفارکته در هر مغـز  

پس از اندازه گیري منطقه انفارکته در مغز . بدست می آید
براي بدست آوردن درصد انفارکتوس از فرمول زیر استفاده 

:می شود
حجـم  (–حجم نیمکره ي راسـت  =درصد حجم انفارکتوس

عـدد  ره راسـت حجـم نیمک ـ )/حجم انفارکتـه -نیمکره چپ
ــه  100حاصــل در  ــه انفارکت ضــرب شــده و درصــد منطق

اندازه گیري درصد انفـارکتوس در تمـام   . محاسبه می شود
.گروهها انجام می شود

قی دوز مضـاعف حیوانات با استفاده از تزریـق داخـل صـفا   
بیهـوش  ) mg/Kg20(و گزیلازین) mg/Kg160(کتامین

رفیـوژن  بـر روي تخـت مخصـوص پ   یپس از بیهوش. شدند
لات کبـد و  اپس از بـاز کـردن شـکم اتص ـ   . قرار داده شدند

دو طـرف دیافراگم قطع شد سپس غضروف هاي دنـده اي 
می دادر ناحیه اي نزدیک به آگزیلا بریـده شـد و جـدار ق ـ   

ــد   ــته ش ــه داش ــالا نگ ــینه ب ــه س ــازکردن  . قفس ــس از ب پ
بطن چپ به آرامـی بـه   قاعده لا از طریقوکاردیوم، کانیپر

بـراي جلـوگیري از لختـه    .ودي وارد شـد عت صداخل آئور
ml150هپـارین تزریـق شـد سـپس     ml1/0شـدن ابتـدا  

محلــول ml250در ادامـه  . نرمـال سـالین تزریــق گردیـد   
1/0درصد در فسفات بافر 4شامل پارافرمالدئید ساتیوفیک

.به بدن حیوان تزریق شد) PH=4/7(مولار
ــه منظــور شناســایی و ت یســتنوهوایم خیصشــو شــیمی ب

جهت انجام شدسه روز پس از ایسکمی BMSCسلولهاي 
انجام آن دورت از هر گروه بطور تصادفی انتخاب و پـس از  

مغز حیوان به آرامی در آورده شد ال،یپرفیوژن ترنس کارد
درصـد  4و به مدت یـک هفتـه در محلـول پارافرمالدئیـد     

پروســه پــس ازپــس از یــک هفتــه، و. نگهــداري گردیــد
میکـرون  5تی، برشهاي پارافینی بـه ضـخامت   بافپردازش

آماده شده بر بعد از ژلاتینه کردن لامها، برشهاي . تهیه شد
روي لامهاي ژلاتینه چسبانده شدند و پس از خشک کردن 

به طور خلاصـه  . نوهستیوشیمی گردیدوآماده ي پروسه ایم
پس از دپارافینه کردن لامها در محلول گزیلـول، آب دهـی   

پـس  . انجام شد70و80و90و100ولینزدر الکل هاي 
، اسـتاندارد سـدیم   %50از انکوباسیون برش ها در فرمامید 

، )درجه37دماي (2N HCL،)درجه65دماي (سیترات،
پـس از شستشـو در   . مولاربرده شدند1/0در بوریک اسید 

PBS    ــبانه روز در ــه مــدت یــک ش درجــه 4دمــاي ، ب
Mouseanti-BrduMonoclonal antibodyدر

(sigma)پس از شستشو با . انکوبه شدندPBS 2به مدت
Goatسـاعت در   anti-mouse secondary antibody

(sigma) انکوبه شده سپس با کروموژنDAB 5به مدت
دقیقه انکوبـه شـده و بـه منظـور رنـگ آمیـزي زمینـه بـا         

و در نهایــت پــس از . هماتوکســیلین رنــگ آمیــزي شــدند
.]31[یکروسکوپ نوري مشاهده شدندل با مچسباندن لام

براي مقایسه میانگین حجم منطقه انفارکته در گروه هـاي  
و تسـت  One way ANOVAمختلـف از آزمـون آمـاري    

و براي آنالیز تسـت هـاي رفتـاري و    Tukey testتکمیلی
-Mannآزمونهـاي  مقایسه ي آن در گروههاي مختلف از

whitney وKruskal-wallis05/0استفاده شد و<p به
.عنوان سطح معنی دار در نظر گرفته شد

یافته ها
در شــرایط (BMSC)ســلولهاي بنیــادي مغــز اســتخوان  

. اســتریل کشــت داده شــده و ســه بــار پاســاژ داده شــدند 
در مراحل مختلف کشـت در شـکل  این سلولهامورفولوژي

.نشان داده شده است1
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32باقر پورحیدر و همکاران... ن واثرات درمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوا

مرحله A-.مورفولوژي سلولهاي بنیادي مغز استخوان . مختلفدر مراحلBMSCکشت سلولهاي بنیادي مغز استخوان :1شکل
-B-اولیه (early stage)مرحله بینابینی(intermediate stage)-c مرحله آخر(late stage) .) عکسبرداري از ) 400بزرگنمایی

Nikon (ECLIPSE  E100)میکروسکوپ 

مثبـت را  Brduپیکانهـا سـلولهاي   .BMSCگروه -A: یافته هاي ایمونوهیستو شیمی:2شکل 
دهنداین سلولها در واقع سلولهاي بنیادي مغز استخوان هستند که زنـده مانـده و بـه    نشان می

گـروه حامـل   -B.در آنجـا مسـتقر شـده انـد    مهاجرت کـرده و ) ناحیه هیپوکامپ(محل ضایعه 
(vehicle) . روز پس از ضایعه 7کهPBSلول دریافت کرده بودند در این گروه س ـBrdu  مثبـت

Nikon ECLIPSE E100عکسبرداري از میکروسکوپ ) 400بزرگنمایی (مشاهده نشد 
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33)1(9؛ دوره96سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

روز پس از انسداد TTC ،14فتوگراف تهیه شده از بافت مغز با رنگ آمیزي به روش:3شکل 
مناطق سفید رنگ نشان دهنده ناحیه ایسکمی و مناطق قرمز رنگ نشان . شریان مغزي میانی

EGCGگروه - Cگروه و هیکل –Bگروه ایسکمی -A. باشدحی سالم مغزي می دهنده نوا

حاشیه ناحیه انفارکته با خط سیاه علامت BMSC+EGCGگروه - EوBMSCگروه -Dو
.گذاري شده است

و سلولها سه بـار پاسـاژ   انجام شدBMSCکشت سلولهاي 
. نشاندار شـدند Brduداده شدند و سه روز قبل از پیوند با 

بعد از پرفیوژن ترنس کاردیال و تهیـه برشـهاي پـارافینی،    
بـر اسـاس دسـتورالعمل    BMSCبراي شناسایی سلولهاي 

Mouse anti-Brduشیمی برش ها با یستوکیت ایمونوه

monoclonal antibody (Sigma St. Louis, MO:
B2531)   یافتـه هـاي ایمونوهسـتیو    . رنـگ آمیـزي شـدند

شیمی وجود سلولهاي پیوند شده را در محل ضایعه تأییـد  
به عبارت دیگر تصاویر میکروسکوپی نشان دادنـد کـه   . کرد

که از طریق ورید دمـی حیـوان تزریـق    BMSCسلولهاي 
شده بودند زنده مانده و به محل ضـایعه مهـاجرت کـرده و    

)2شکل (تجمع پیدا کردنددر آنجا 

یکنواختی رنگ قرمز آجري تأییدي بر عدم وجـود ضـایعه   
ي بافتی در نیمکره ي راست و چپ ایسـکمی و وهیکـل و   

کـه  در حـالی . نیمکره ي راست سه گروه درمانی می باشد
القاء ایسکمی مغزي توسـط انسـداد شـریان مغـزي میـانی      

ي نسبتاً وسیعی را با رنگ سفید در قشـر و  توانسته ضایعه 
زیر نیمکره ي چپ در گروه هاي ایسکمی و وهیکل ایجـاد  

سـه  با توجه به تصاویر تهیه شـده، در هـر  ) 3شکل (نماید
(BMSC+EGCG ,EGCG,BMSC)گــروه درمــانی 

کاهش قابل ملاحظه اي در میزان حجم ضـایعه ي مغـزي  
کمی و وهیکـل  نسبت به گروه هاي ایس) حجم انفارکتوس(

).1نمودار (دیده می شود
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34باقر پورحیدر و همکاران... رمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوان واثرات د

روز پـس از  14) حجـم انفـارکتوس  (میزان درصد حجم ضـایعه مغـزي   :1نمودار 
ي مورد آزمایشانسداد شریان مغز میانی در گروه ها

05/0اختلاف معنی دار با گروه ایسکمی در سطح *
05/0در سطح (vehicle)اختلاف معنی دار با گروه حامل **

05/0در سطح (EGCG)اختلاف معنی دار با گروه آنتی اکسیدان ***

زمان تأخیر لمس و جدا کردن چسب چسبانده شده به کف دست مقابل ARTمیانگین :2نمودار
بعد از القاء سکته مغزي در 14و7و1مقطع زمانی پیش از ایسکمی، و در روزهاي 4ایعه در ض

.زمان بر حسب ثانیه می باشد. بیان شده اندSD)(Mean±داده ها به صورت . گروه هاي مختلف
05/0اختلاف معنی دار با گروه ایسکمی در سطح *

05/0ر سطح د(vehicle)اختلاف معنی دار با گروه حامل **
05/0در سطح (EGCG)اختلاف معنی دار با گروه آنتی اکسیدان ***

05/0در سطح (BMSC)اختلاف معنی دار با گروه سلول ****
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35)1(9؛ دوره96سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

و سلولهاي بنیـادي  mg/Kg50به میزان EGCGدریافت 
µسلول در 1×106به تعداد (BMSC)مغز استخوان  l30

سـاعت بعـد از   24نـدو  سوسپانسیون سلولی و ترکیبی از آ
مغـزي میـانی، درصـد حجـم انفـارکتوس را      انسداد شریان
بطوریکـه میـانگین درصـد    . داري کـاهش داد بطور معنـی 

بـه  EGCGدر گـروه  ) انفـارکتوس (حجم ضایعه ي مغزي 
ــزان  ــروه %77/10می ــرو% BMSC66/10، در گ هو در گ

BMSC+EGCG36/8 %بود
با توجه به نتایج حاصل از آنـالیز آمـاري، میـانگین درصـد     

)p>001/0(ایسـکمی بـا گـروه هـاي    انفـارکتوس گـروه  

BMSC ،)001/0<p(EGCGو)001/0<p(

BMSC+EGCG   ــد ــی باش ــی دار م ــتلاف معن داراي خ
همچنــین میــانگین درصــد انفــارکتوس گــروه وهیکــل بــا 

،p(BMSC ،)001/0<p(EGCG>001/0(گروههـاي  
)001/0<p(BMSC+EGCG  ــی ــتلاف معن داراي اخ

ــد ــی باشـــ ــین . داري مـــ ــروهبـــ و EGCGگـــ
میانگین درصد انفـارکتوس از نظرBMSC+EGCCگروه

و این نشان می.)p=027/0(اختلاف معنی دار وجود دارد
دهد که تجویز توام عصاره چاي سـبز و سـلولهاي بنیـادي    
مغز استخوان بطور موثرتري از تجویز جداگانه عصاره چـاي 

 ـ. شـود سبز سبب کاهش حجم انفارکتوس می گـروه ین ب
BMSC گروهوBMSC+EGCCمیانگین درصـد  از نظر

و . <p)05/0(انفارکتوس اختلاف معنی دار مشاهده نشـد 
چند تجویز توام عصاره چاي سـبز و  دهد هراین نشان می

ــا تجــویز   ســلولهاي بنیــادي مغــز اســتخوان در مقایســه ب
جداگانه سلولهاي بنیادي مغز استخوان سبب کاهش حجم 

در نهایت و. ولی این کاهش معنی دار نبودانفارکتوس شد
میـانگین درصـد   از نظرBMSCو EGCGگروههايبین 

.>p)752/0(انفارکتوس اختلاف معنی دار مشـاهده نشـد  
دهد بین مصرف جداگانه عصاره چاي سـبز  واین نشان می

ــه ســلولهاي بنیــادي در کــاهش حجــم   و دریافــت جداگان
.اردانفارکتوس اختلاف عملکردي وجود ند

و ترکیـب آنـدودر مــدل   EGCGو BMSCتـأثیر تزریـق   
تجربی استروك در آزمون جدا کردن چسب از کف دسـت  

مـورد  (ART) (Adhesive  removal  test)حیـوان  
زمان تأخیر لمس و برداشتن چسـب از  . بررسی قرار گرفت

24کف دست سمت مقابل ناحیه سکته مغزي در زمانهاي 
پـس از  14و7و1زهـاي  ورساعت پیش از ایسکمی و در 

بـا توجـه بـه نتـایج     . سکته مغزي مورد بررسی قرار گرفـت 
-Kruskalحاصـل از آزمـون    Wallis   سـطح معنـی داري

بعـد  14و7و1در روزهـاي  ) بدرسون(میانگین تست اختلالات نورولوژیک :3نمودار 
از ایسکمی در گروه هاي مختلف

05/0ایسکمی در سطح اختلاف معنی دار با گروه *
05/0در سطح (vehicle)اختلاف معنی دار با گروه حامل **
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36باقر پورحیدر و همکاران... اثرات درمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوان و
در زمانهاي پیش از ایسکمی و ARTبراي میانگین آزمون 

پس از ایسـکمی بـه ترتیـب برابـر     14و7و1در روزهاي 
کـه تنهـا   گزارش شد 000/0و 997/0،921/0،000/0اب

بعـد از  14و7در روزهـاي ARTاختلاف میـانگین متغیـر   
).3نمودار (ایسکمی معنی دار می باشد

Mannبا توجه بـه نتـایج حاصـل از آزمـون      – Whitney ،
پس از ایسـکمی، در گـروه   7در روز ARTمیانگین متغیر

EGCGهــاي ایســکمی، وهیکــل،  , BMSC ــا گــروه ب
BMSC+EGCGدر مــی باشــداراي اخــتلاف معنــی دا

)001/0(p<. زمان تأخیر لمس و برداشتن چسب کاغذي
پس از ایسـکمی 7از کف دست مقابل ناحیه سکته در روز 

BMSC، )106(، وهیکـل  )107(براي گروه هاي ایسکمی

)98( ،EGCG)99 ( وBMSC+EGCG)84 (ثانیه بود.
Mannبا توجه بـه نتـایج حاصـل از آزمـون      – Whitney

بعد از ایسکمی در گـروه  14در روز ARTمیانگین متغیر 
ــاي    ــا گروههـــ ــکمی بـــ و ) BMSC)004/0=Pایســـ

BMSC+EGCG)001/0=p ( ــی دار ــتلاف معن داراي اخ
بعـد از  14در روز ARTهمچنین میـانگین متغیـر   . است

BMSC+EGCGبــا گــروهBMSCایســکمی در گــروه 

ــی  ــی دار م ــز . )p=002/0(باشــد داراي اخــتلاف معن و نی
بعد از ایسکمی در گـروه  14در روز ARTیر میانگین متغ

EGCG    001/0(بــــا گــــروه هــــاي ایســــکمی=p (
داراي اختلاف معنی دار ) BMSC+EGCG)035/0=pو

زمان تأخیر لمس و برداشـتن چسـب کاغـذي از    .می باشد
ــکته در روز    ــه ي س ــل ناحی ــت مقاب ــف دس ــد از 14ک بع

، )104(، وهیکـل  )105(ایسکمی براي گروه هاي ایسکمی 
BMSC)80( ،EGCG)81 ( وBMSC+EGCG)71(
و ترکیـب آنـدو   EGCGوBMSCتأثیر تزریـق .ثانیه بود

در مدل تجربـی اسـتروك در بـروز اخـتلالات نورولوژیـک      
14و7و1توسط سیستم نمره دهی بدرسون در روزهاي 

میـانگین  .بعد از سکته مغـزي مـورد بررسـی قـرار گرفـت     
در همـه گروههـا   نمرات تست یـک روز پـس از ایسـکمی   

روز پس از ایسـکمی در  7میانگین نمرات تست . بود37/3
، )25/3(BMSC، )37/3(گروههــاي ایســکمی و وهیکــل 

EGCG)25/3 ( وBMSC+EGCG)25/3 (میانگین . بود
ــت  ــرات تس ــاي  14نم ــروه ه ــکمی در گ ــس از ایس روز پ

12/3( ،EGCG(BMSC، )87/3(ایسـکمی و وهیکـل   

.بود) 87/2(BMSC+EGCGو) 12/3(
Kruskalبا توجه به نتایج آزمون  – Wallis،  سطح معنـی

و7و1داري براي میانگین آزمـون بدرسـون در روزهـاي   
و 649/0، 00/1بعــد از ایســکمی بــه ترتیــب برابــر بــا 14

14گزارش شد که تنهـا اخـتلاف میـانگین در روز    000/0
آزمون با توجه به نتایج. ایسکمی معنی دار می باشدزبعد ا

Mann – Whitney   14میانگین متغیـر بدرسـون در روز
ــاي    ــکمی در گروههـ ــد از ایسـ ، )BMSC)004/0=pبعـ

EGCG)004/0=p (وBMSC+EGCG)001/0=p (  بـا
.گروه ایسکمی داراي اختلاف معنی دار می باشد

بحث
Middle Cerebral)میانی يشریان مغز artery) یکی از

نده مغز می باشد و انسـداد  مهمترین شریان هاي تغذیه کن
آن توسط ترومبوز و آمبولی از شایع ترین علل اصلی سکته 

در مطالعـه حاضـر ایـن    . مغزي در انسان به شمار مـی رود 
مسدود و ایسکمی مغـزي  کواگولیشن شریان با روش الکترو

ایـن مـدل تجربـی اسـتروك     . در موش صحرایی ایجاد شد
کته موضـعی  امروزه توسط محققان زیادي جهت ایجـاد س ـ 

هدف .]31،33،30[در موش صحرایی بکار گرفته می شود
از مطالعه حاضر بررسـی اثـرات درمـان ترکیبـی سـلولهاي      
بنیادي مغز استخوان و آنتی اکسیدان موجود در چاي سبز 
بر حجم انفارکتوس و اختلالات نورولوژیک بـدنبال انسـداد   

ي در موش صحرایی بود دائم شریان مغزي میان
و BMSCهاي ایـن مطالعـه نشـان داد کـه تزریـق      یافته

EGCG و ترکیبی از آندو در صد حجم انفارکتوس را بطور
معنی داري کاهش میدهد که ایـن کـاهش در گـروه تـوام     

و BMSCتزریـق  همچنین نتایج نشان داد که . بیشتر بود
EGCG   و ترکیبی از آندو موجب بهیود رفتـاري و کـاهش

گردید کـه میـزان آن در گـروه تـوام     اختلالات نورولوژیک
نشـان داد کـه   یافته هـاي ایمونوهیستوشـیمی  . بودبیشتر

نشـاندار شـده زنـده مانـده و بـه محـل       BMSCسلولهاي 
).3نمودار(ضایعه مهاجرت ودر آنجا تجمع پیدا کردند 

بین درمانهاي منفرد سلول و آنتی اکسیدان، از نظر کاهش 
عملکــردي و کــاهش حجــم انفــارکتوس، بهبــود رفتــاري، 

(اختلالات نورولوژیک اختلاف معنی داري مشـاهده نشـد  

05/0(p>.
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37)1(9؛ دوره96سالکی خراسان شمالی           مجله دانشگاه علوم پزش
بـا چـه مکانیسـمی موجـب بقـاء      BMSCحال سـلولهاي  

نورونهــا، کــاهش اخــتلالات نورولوژیــک و بهبــود حســی و 
در حیوانات بعد از سکته مغزي شده اند؟ ) رفتاري(حرکتی 

ــلولهاي     ــه س ــد ک ــن باورن ــر ای ــین ب ــر محقق BMSCاکث

فاکتورهاي رشد و فاکتورهاي نوروترفیک متعددي را تولید 
،می کنند که این فاکتورهـا موجـب بقـاء، تمـایز نورونهـا     

تحریک پرولیفراسیون سـلولی و در نهایـت موجـب بهبـود     
نتـایج مطالعـه حاضـر بـا سـایر      .]34[رفتاري می گردنـد 

مطالعات پژوهشگران هم خوانی دارد که به تعدادي از آنهـا  
:می شوداشاره 

در مطالعـه اي بـا ایجـاد مـدل     )2003(و همکـاران  1چن
استروك از طریـق بسـتن شـریان مغـزي میـانی و تزریـق       

، آپوپتـوز و نیـز   نـوروژنزیس میـزان  BMSCداخل وریدي 
را bFGF (Fibroblast Growth Factor beta)بیـان  

بررسی کردند و نتیجـه گرفتنـد کـه ایـن سـلولها موجـب       
bFGFکاهش آپوپتوز و افزایش بیـان ، نوروژنزیسافزایش 

از BMSCداشـتند کـه سـلولهاي    رمی شـوند آنهـا اظهـا   
طریق افزایش ترشح فاکتورهاي نوروتروفیک و نیز افـزایش 

موجب کـاهش آپوپتـوز در   وسبب بقاء نورونها ،نوروژنزیس
آنهــا گشــته و از ایــن طریــق موجــب بهبــود عملکــردي و 

.]35[رفتاري شده است
اي مـدل تجربـی   ه در مطالع) 2013(همکاران و 2فرناندس

استروك را با انسداد شریان مغـزي میـانی ایجـاد کردنـد و     
ADMSCوBMSCاثرات تزریق داخل وریدي سلولهاي

(Adipose – derived mesenchymal stem cells)
آنهـا تعیـین حجـم انفارکتـه،    . دادنـد را مورد مطالعه قـرار  

ط بـه مـرگ سـلولی را   تستهاي رفتاري و تست هاي مربـو 
ــام داده و مارک ــانجـ ــرمیم رهـ ــزاي تـ oligمغـ -

2(oligodendrocyte-2SYP(Synaptophysin )
،NF(Neurofilament ),VEGF(Vascular

endothelial growth Factor) را با وسترن بلات بررسی
، یکردند و مشاهده نمودند که کاهش میـزان مـرگ سـلول   

رکرهاي ترمیم مغز در هر گـروه  بهبود رفتاري و نیز بیان ما
درمان افزایش معنی داري پیـدا کـرد آنهـا نتیجـه گیـري      

در مـدل اسـتروك   ADMSCو BMSCکردند که تزریق 
موجب افزایش بهبود رفتاري، کاهش مرگ سلولی، افزایش 

1-Chen
2  -Fernandes

ــاي  ــان مارکرهـــ ــوروژنزیسبیـــ ــنـــ ، یسنزژوو آنژیـــ
ــدروژنز ــیناپتوژنزیساولیگودن ــد از 14در روز یس و س بع

.]36[ته مغزي می شودسک
دانشــمندان چنــدین مکانیســم را مســئول آســیب مغــزي 
ــاب،    ــه شــامل الته ــد ک ــی کنن ــی م ــدنبال ســکته معرف ب

ل هـاي  امسمومیت سلولی با گلوتامـات، رهـا شـدن رادیک ـ   
آزاد، پراکسیداسیون چربی غشاء و مرگ برنامه ریزي شـده  

ی رادیکالهـاي آزاد مولکولهـای  . ]41،42[می باشد ) آپوپتوز(
با الکترون هاي منفرد هستند بنابراین نسبت به چربـی هـا   

موجب پراکسیداسیون آنهـا مـی   بسیار واکنش پذیر بوده و
از آنجا کـه غشـاء سـلولهاي عصـبی حـاوي مقـادیر       . شوند

می باشند، رادیکال هاي آزاد با ایـن  ) لیپید(فراوانی چربی 
لیپیدها واکنش داده و موجـب تخریـب غشـاء سـلول و در     

لذا مهار پراکسیداسیون چربـی بـه   . یت آپوپتوز می شودنها
عنوان یکی از مکانیسم هاي اصلی عملکرد عوامـل درمـانی   

.در ضایعات ایسکمیک مطرح است
بــر اســاس مطالعــات انجــام گرفتــه بــر روي خــواص       

ــو ــزي EGCGنوروپروتکتیــ ــکمی مغــ و ]38[در ایســ
ــو  ــاي نورودژنراتی ــاي  ]39[بیماریه ــم ه ــی از مکانیس ، یک

حتمالی پیشنهاد شده توسـط محققـین، اثـر مهـاري ایـن      ا
ــاء شــده توســط   ــی الق ترکیــب روي پراکسیداســیون چرب

فنول هاي موجود در چاي سـبز  رادیکالهاي آزاد است پلی 
به واسطه گروههاي هیدروکسیل موجـود  ) EGCGبویژه(

در ساختار شان می توانند بـه رادیکـال هـاي آزاد متصـل     
همچنین آنها می تواننـد  . ]38[یندشده و آنها را خنثی نما

بطور غیر مستقیم میزان آنتی اکسیدانهاي آندوژن بـدن را  
.]43[افزایش دهند

EGCGیافته هاي مطالعه ي حاضر نشان داد کـه تزریـق   

در مدل تجربی استروك، موجب کاهش معنـی دار درصـد   
کـاهش معنـی دار   ،)>001/0p(حجم ناحیه ي انفارکتـه  

پـس از جراحـی   14ب کاغـذي در روز  زمان برداشتن چس
)001/0p= (   و کاهش معنی دار اخـتلالات نورولوژیـک در

ــی  14روز  ــس از جراح ــروه  ) =004/0p(پ ــه گ ــبت ب نس
EGCGاین یافته ها نشان می دهـد کـه   . ایسکمی گردید

حسـی و  (موجب بقاء نورونها، کاهش اختلالات نورولوژیک 
. ک شده استو بهبود رفتاري در حیوانات ایسکمی) حرکتی

بـا مهـار پراکسیداسـیون چربـی     EGCGنظر می رسد ه ب
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38باقر پورحیدر و همکاران... اثرات درمان ترکیبی سلولهاي بنیادي مغز استخوان و
القاء شده توسط رادیکال هاي آزاد از تخریب غشاء سـلولی  
نورونها جلوگیري کرده و از این طریق موجب بقـاء نورونهـا   

یافتـه  . و کاهش آپوپتوز و نهایتاً بهبود عملکردي می گردد
رد که به چند ا با سایر مطالعات هم خوانی دامهاي مطالعه 

:مورد اشاره می شود
مطالعــه اي را در مــورد اثــرات )2004(و همکــاران 1لــیم

در مدل تجربـی اسـتروك در   EGCGعملکردي و رفتاري 
آنها شریان مغزي میانی را مسدود و پـس  . نددانجام دارت

و5و1تستهاي رفتـاري را در روزهـاي  EGCGاز تجویز 
دند و مشاهده کردند که پس از ایسکمی انجام دا14و10

دریافـت کـرده   EGCGبهبود عملکردي در حیواناتی کـه  
البتـه  . بودند در مقایسه بـا گـروه ایسـکمی معنـی دار بـود     

پس از ایسکمی معنی دار بود که 14بهبود رفتاري در روز 
.]32[کاملاً با مطالعه ي ما هم خوانی دارد

سـیدان  نتایج مطالعه حاضر نشـان داد کـه تجـویز آنتـی اک    
(EGCG) بهمــراه ســلولهاي بنیــادي مغــز اســتخوان اثــر

سینرژیستی داشته و موجب افـزایش اثـرات درمـانی ایـن     
این نتایج با نتایج سایر مطالعـات مشـابه   . گرددسلولها می

.کنیمهم خوانی دارد که به تعدادي از آنها اشاره می
در مطالعه اي اثـرات سینرژیسـتی   ]18[نژادي و همکاران

در BMSCرا برروي سلولهاي Q10(COQ10)نزیم کو آ
آنهـا مـدل   . مدل تجربی بیماري پارکینسون بررسی کردند

تجربی بیمـاري پارکینسـون را در مـوش صـحرایی ایجـاد      
، COQ10، شـم، ضـایعه،   گروه کنترل6کرده و رتها را به 

BMSC،COQ10+ BMSC  ــد در ــیم کردنـ تقسـ
و Q10م بـه ترتیـب کـوآنری   COQ10 ،BMSCگروههاي 

+COQ10ســلولهاي بنیــادي مغــز اســتخوان ودر گــروه 

BMSC   ــق ــیدان را تزری ــی اکس ــلول و آنت ــی از س ترکیب
، شمارش نورونها و میزان بیـان ژن  تستهاي رفتاري. کردند

نتـایج تسـتهاي   . تیروزین هیدروکسیلاز را بررسـی کردنـد  
مشابه بـود ولـی   COQ10،BMSCرفتاري در گروههاي 

ــروه  ــاري بیشــتري  COQ10+ BMSCدر گ ــود رفت بهب
نتایج شمارش نورونهاي سالم نشان داد تعـداد  .مشاهده شد

این نورونها در گـروه تجـویز تـوام بـه مراتـب از گروههـاي       
COQ10 ،BMSCــود ــتر ی ــان ژن  . بیش ــزان بی ــا می آنه

ــیلاز  ــین هیدروکس ــوان شــاخص  (TH)تیروکس را بعن

1 -Lim

ج سلولهاي دوپامینرژیـک در گروههـا بررسـی کردنـد نتـای     
نشان داد که میزان بیان این ژن در گـروه تـوام نسـبت بـه     
گروههاي سلول و آنتی اکسـیدان بـه مراتـب بطـور معنـی      

کـه تجـویز   آنها نتیجـه گیـري کردنـد   . ایش یافتداري افز
اثــر سینرژیســتی بــر ســلولهاي COQ10آنتــی اکســیدان 

BMSC  داشته و موجب نتایج درمانی موثرتري نسبت بـه
ها در درمان بیمـاري پارکینسـون داشـته    تجویز جداگانه آن

.است
نتیجه گیري 

بطور خلاصه یافته هاي تحقیق حاضر نشان داد که تزریـق  
ــلول  ــه ســ ــتخوان و  هايجداگانــ ــز اســ ــادي مغــ بنیــ

Epigallocatechin -3 Gallatte سکته در مدل تجربی
موجب بقاء نورون ها، کـاهش اخـتلالات نورولوژیـک،    مغزی

ــبه ــايود عملکــردب ــود وضــعیت حســی و  و رفت ري و بهب
سلولها و آنتی م أوثیرات در تزریق تأحرکتی می شود این ت

اکسیدان به مراتب موثر تر می باشد لذا اسـتفاده از تزریـق   
توام آنها بـه عنـوان یـک روش درمـانی مـوثر در ضـایعات       

ه مطالعـات  ب ـمی شود و نیز نیاز ایسکمیک مغزي پیشنهاد 
نی به منظور کاربرد این مواد هاي بالیی بیشتر در کار آزمای

براي ادامه ایـن  .در درمان بیماران ضروري به نظر می رسد
بررسـی تمـایز   : کار تحقیقاتی موارد زیر پیشـنهاد میگـردد  

ســـلولهاي بنیـــادي مغـــز اســـتخوان بـــه نـــورون هـــا،  
ــی   الیگودندروســیت هــا و آستروســیت هــا در مــدل تجرب

ط به خواص بررسی پارامترهاي بیوشیمیایی مربواستروك،
ــیدانی   ــی اکس ــتروك،   EGCGآنت ــی اس ــدل تجرب در م

مطالعات کارآزمایی بالینی به منظور کاربرد این درمـان در  
.بیماران

تشکر و قدردانی
پژوهشی دانشگاه علـوم  نویسندگان مقاله از معاونت محترم 

منابع مالی اجراي طرح تشـکر  جهت تامین پزشکی ارومیه 
اله از نتـایج پایـان نامـه دوره    این مق.نمایندو قدردانی می

کـد  (کارشناسی ارشد رشته آناتومی خانم رعنـا نقـی زاده   
ــوژي  ) 1244-57-01-92 ــات نوروفیزیول ــز تحقیق در مرک

.دانشــگاه علــوم پزشــکی ارومیــه اســتخراج شــده اســت 
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Abstract

Background & Objective: Stroke is the third cause of death in the world. Today
cell therapy with BMSC is one of the most common treatment methods for treatment
of stroke. Green tea has a component named epigallocatechin-3 gallate (EGCG)
which has antioxidant effects. The aim of this study is to assess the effects of BMSC
and EGCG co-administration on rat’s middle cerebral artery (MCA) occlusion.
Materials and Methods: Male wistar rats (n=40) were divided into five groups
including: Ischemia, vehicle, EGCG, BMSC, and EGCG+ BMSC. The left MCA was
occluded in all groups using electrocoagulation method. Twenty-four hours after
ischemia, animals in vehicle and BMSC groups received PBS and BMSCs via the tail
vein, respectively. Animals in EGCG group received EGCG and in EGCG+ BMSC
group received both cells and antioxidant. The cells were labeled with Brdu before
transplantation. IHC was used to identify BMSCs, and TTC staining was performed
for infracted volume measurement. Moreover, behavioral tests were performed for
neurological assessment.
Results: The infarcted volume and neurological deficits were significantly
decreased and functional recovery increased in treatment groups in comparison with
the ischemic group (P<0.001). These alternations were higher in EGCG+ BMSC
group.
Conclusion: Injection of BMSC and EGCG and co-administration of them in
experimental model of stroke can lead to reduction of infracted volume, neurological
disorders, and functional recovery improvement. These alternations were higher in
EGCG+ BMSC group.
Key words: stroke, BMSC, epigallocatechin, behavioral test
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