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  مقاله پژوهشي

  ک پس از درمان مدل تجربي آسيب نخاعي ينوروپات يپيدايش دردها
  بنيادين مغز استخوان يها سلولدر موش با كمك پيوند 
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 يدهچک
كه پيونـد   اند دادهمطالعات نشان . رود يم شمار به (SCI) يعات نخاعيدرمان ضا يمتداول برا يها روشبنيادي از  يها سلولوند يامروزه پ :و هدفپيش زمينه 

بنيادي مغـز   يها سلولز آنجا که ا. دشو يمرغم ايجاد بهبود حركتي موجب ايجاد دردهاي نوروپاتيك علي SCIبراي درمان   (NSCs)بنيادي عصبي  يها سلول

  .باشد يمک ينوروپات يجاد دردهايمذکور در ا يها سلولپيوند ر يتأث يدارند لذا هدف از مطالعه حاضر بررس SCIدر درمان  يکاربرد فراوان (BMSCs)استخوان 

به سه گـروه كنتـرل، شـم و     ها موش ،contusionاز ايجاد مدل آسيب نخاعي  شد پسستار استفاده يبالغ از نژاد و رت ٢٤ن مطالعه از يدر ا :كار مواد و روش

از پس  روز ۷عه و يدر محل ضا BMSCسلول  )۳ × ۱۰۵(ش يانجام گرفت در گروه آزما T8-9در سطح  ينکتومير گروه کنترل تنها لامد. دآزمايش تقسيم شدن

جهـت رديـابي سـلول در مطالعـات      Brduر كشت و سـپس توسـط نشـانگ    BMSCsپيوندي  يها لولس. ديق گرديق شد در گروه شم تنها سرم تزريتزر عهيضا

هر هفته  withdrawal threshold testت ک با تسيدرد نوروپات يابيو ارز BBBبا تست  ها وانيح يت حرکتيوضع يبررس. گرديدند دار نشانايمونوهيستوشيمي 

  .عه انجام شديهفته بعد از ضا ۸ به مدتو 

ز اخـتلاف  ي ـون )P>۰۵/۰(و كنترل ديـده شـد    sham يها گروه يها وانيحسه با يش در مقايوانات گروه آزمايح  BBBدر نمرات  داري معنيش يافزا :ها افتهي

   ).P>۰۵/۰(مشاهده گرديد   shamش و يآزما يها گروهن يب withdrawal threshold meanزان يدر م داري معني

موجـب   اًيثانه شد يسبب بهبود عملکرد حرکت يموثر به طور  SCIدرمان يبرا BMSC يها سلولوند يپ مطالعه حاضر نشان داد که اولاً: يريجه گينتبحث و 

  .ک باشدينوروپات يکاستن دردها يبرا ييها روشهمراه با  ندهيدر آ يمطالعات سل تراپاست  يضرورلذا  شود يمک ينوروپات يجاد دردهايا

  withdrawal threshold test ،پيوند سلولي ،كيدرد نوروپات ،يعه نخاعيضا ،مغز استخوان ياديسلول بن :ها واژهد يکل
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  مقدمه

ضايعه نخاعي خواه به علت تروما ايجاد شده باشد و يا علـت  

اختلال در عملکـرد و نـاتواني    باشد موجبغير تروماتيک داشته 

بـر خـود    يو روان ـفيزيکي  به طورسيب نخاعي نه تنها آ. دشو يم

گـذارد بلکـه عـوارض آن خـانواده و      يم ـشخص آسيب ديده اثـر  

  .سازد يمجامعه را هم درگير 

ميزان شيوع ضايعات  ۵مرکز ملي آمار ضايعات نخاعي آمريکا

مـورد در سـال    ۱۱۰۰۰ ،۲۰۰۴نخاعي در اين کشور را در سال 

نفر را در هر يک ميليون نفـر جمعيـت    ۴۰ حدوداًاعلام کرد که 

 ۴۰تـا   ۱۵شود که اين ميزان در جهان بين  يماين کشور شامل 

در دنيا حدود ) ۱(باشد  يممورد در هر يک ميليون نفر جمعيت 

کننـد و هـر سـال     يمميليون نفر با ضايعات نخاعي زندگي  ۵/۲

  .)۲(د شو يمنفر با ضايعات جديد به اين تعداد اضافه  ۱۳۰۰۰۰
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ش يز افزايو ن يليدر کشور ماهم با توجه به عوارض جنگ تحم

ش يافـزا  يعات نخـاع يماران مبتلا به ضـا يتعداد ب يا جادهتصادفات 

عه يران دچـار ضـا  ي ـنفـر در ا  ۷۰۰۰ يکل ـ به طـور . دا کرده استيپ

. دشو يمن مقدار افزوده يهستند که هر سال سه در صد به ا ينخاع

اد ي ـوابسته به معاونـت بهداشـت و درمـان بن    يعات نخاعيرکز ضام

در کشـور را   يعه نخـاع يثارگران آمار جانبـازان ضـا  يد و امور ايشه

  .نفر اعلام کرده است ۲۰۱۴

شـغل خـود را از    کـه  يدرحالفرد مبتلا  يعه نخاعيبه دنبال ضا

بـه  شـود   يم ـاو اضافه  يبه زندگ يديجد هاي نهيهز دهد يمدست 

 ـ يبخش ـ توانو  ينه نگهداريمثال هز عنوان سـاله بـا    ۲۵ک فـرد  ي

ون دلار بـرآورد شـده   يليم ۹/۲کا يدر آمر) يتتراپلژ( يعه نخاعيضا

و  ييو ســرپا يخــدمات بســتر يهــا نــهيهزه شــامل کــ) ۱(اســت 

  .باشد يم يزات پزشکيو تجه يپرستار يها مراقبت

 ـ يک ـيزيلذا با توجه به اثـرات سـوء ف   ن ي ـا يو اقتصـاد  يو روان

و  ياز به مـداخلات درمـان  ي، نعات بر شخص و خانواده و جامعهيضا

 بـه نظـر   ياز صدمات ضرور يبه منظور کاهش عوارض ناش يپزشک

درمـان   يبرا يمختلف يدرمان يها روشر ياخ يها سالر د. درس يم

عه يبعد از ضا که اينبا توجه به . شنهاد شده استيپ يعات نخاعيضا

 ـي ـگل يها سلولو  ها نورون ينخاع از  يک ـي لـذا  رونـد  يم ـن يال از ب

از انـواع   يکي. هاست سلولن ين کردن ايگزيجا ياهداف مهم درمان

ن را بـه خـود جلـب کـرده اسـت      يتوجـه محقق ـ  راًياخکه  ها سلول

ر از ي ـاخ يهـا  سـال در . باشـد  يم ـ ١يادي ـبن يهـا  سلولاستفاده از 

استفاده  SCIبعد از  يوند سلوليپ يمختلف برا يها بافتو  ها سلول

 هـا  زارشگ ـ ،٢ين ـيجن يادي ـبن يها لولس: شده است که عبارتند از

وند به داخـل نخـاع صـدمه    يپس از پ ها سلولن يکه ا اند دادهنشان 

 )۳( ز شده و به حفظ عملکـرد کمـک کردنـد   يده به نورون متمايد

بکار رفته  SCIدرمان  ياست که برا يگريروش د ٣يها سلولوند يپ

ب يآس ـ يهـا  بافتمهاجرت به  ييتوانا يدارا ها سلولن يا ).۴( است

ــواع يده و تمــايــد ــه ان ــورون هــا ســلولز ب ت و يآستروســ ،مثــل ن

در  يک ـينيونـد سـبب بهبـود کل   يت بوده و پـس از پ يگودندروسيال

 SCIدرمـان   به منظورهم  ٤يها سلولز ا. دان شده يوانيح يها مدل

موجـب   ها سلولن يکه ا اند دادهنشان  ها گزارشاستفاده شده است 

ده و ي ـب ديآس ـ هـاي  آکسـون ون يو رژنراس ها آکسوننه شدن يليم

ز ي ـن  SCs٥يهـا  سـلول از  )۵( اند شده يريبهبود فانکشنال چشمگ

کـه   انـد  دادهمطالعات نشان  ).۶(استفاده شده است يسل تراپ يبرا

                                                
1 stem cells 
2 ESCs (embryonic stem cells) 
3 NSCs (neural stem cells) 
4 OECs (olfactory ensheathing cells) 
5 Schwann cells 

ده ي ـب ديوانات آس ـيموجب بهبود عملکرد در ح ها سلولن يا ونديپ

  ).۷( شده است ينخاع

در  ياديبن يها سلول ونديهرچند پکه  دهند يممطالعات نشان 

 ـ شـوند  يم ـ يموجب بهبود حرکت يده نخاعيب ديوانات آسيح  يول

آلوداينيـا  ). ۸( گردد يما ينيبنام آلود يا ناخواستهجاد درد يموجب ا

كه در آن تحريكـاتي كـه در    باشد يميك سندرم درد غير طبيعي 

. شـوند  يم ـموجب ايجاد درد  باشند يمحالت معمولي غير دردناك 

بيماران  درصد۶۴كه بالغ بر  اند دادهنشان  اپيدميولوژيكيمطالعات 

آلودينيـا  ). ۹( برند يمرنج  ٦درد مزمن يها سندرمضايعه نخاعي از 

ــأث ــر روي بيمــاران  پســيكولوژيكيفيزيكــي و  راتيت مختلفــي را ب

شـده ونيـز    ها آن) ۱۰(گذاشته و موجب اختلال در كيفيت زندگي 

بـراي كـار كـردن     تـري  كـم كه اين بيماران توانايي  شود يمموجب 

  .داشته باشند

كلي محققين دو مكانيسم اصلي را براي ايجاد آلوداينيا  به طور

كه بعد از  شود يمشامل اين هيپوتز  مكانيسم اول: دهند يمتوضيح 

از بـين   اي ـو در نخـاع كـاهش يافتـه     ٧ضايعه نخاعي تـون مهـاري  

 هاي اينترنورونكه توسط  ٨ر شرايط طبيعي نوروترانسميترد. درو يم

موجود در ماده خاكستري شـاخ خلفـي نخـاع آزاد     هاي اينترنورون

 کننـد  يم ـدرد را تعـديل   هـاي  ايمپالسانتقال سيناپسي  -شود يم

 هـاي  اينترنـورون عد از ضايعه نخاعي مقـدار فراوانـي از   ولي ب) ۱۱(

GABAergic  كه اين امر موجـب  ) ۱۲( روند يمشاخ خلفي از بين

از بين رفتن تون مهاري در شاخ خلفي شده كه خود سبب تسهيل 

سطحي شاخ خلفي نخـاع   يها هيلاتحريكي به  هاي ايمپالسانتقال 

 گردد يم) باشند يمدر ارتباط  ٩كه با ادراك درد IIIتا  Iلاميناهاي (

مكانيسم دومي كه محققين براي اتيولوژي آلودينيا ). ۱۳( گردد يم

بنيـادي ماننـد    يهـا  سـلول : كـه  ايـن عبارت است از  دهند يمشرح 

به داخل نخاع ضايعه ديـده   که يهنگام - بنيادي عصبي يها سلول

گليـال   يهـا  سـلول پروليفراسيون پيدا كـرده و بـه    شوند يمپيوند 

 يهـا  سـلول كـه  ) ۱۵،۱۴( شـوند  يممتمايز ) ها آستروسيت عمدتاً(

را  (NGF)فاكتور رشد عصبي  ژهيبه واخير فاكتورهاي نوروتروفيك 

 NGFكـه   انـد  دادهمطالعـات مختلـف نشـان     ).۱۶( کنند يمتوليد 

 Iلاميناهـاي   هاي نورونموجب جوانه زدن آكسوني غير طبيعي در 

شـده   -باشـد  يمخلفي نخاع كه با ادراك درد در ارتباط  شاخ IIIتا 

متعـدد   يهـا  يبررس). ۱۷(شود يمكه خود به ايجاد آلوداينيا منجر 

بنيادي بـه داخـل نخـاع ضـايعه      يها سلولكه پيوند  دهد يمنشان 

صحرايي موجب بهبـود حركتـي در ايـن حيوانـات      يها موشديده 

بنيـادي مغـز    يهـا  ولسـل از آنجا كـه امـروزه اسـتفاده از    . شود يم
                                                
6 chronic pain syndromes 
7 inhibitory tone 
8 GABA(Gamma Amino Butyric Acid) 
9 nociception 
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بـراي  ) سل تراپي(در مطالعات سلول درماني  (BMSCs)استخوان 

درمان ضايعات نخاعي كاربرد وسيعي پيدا كرده است لذا ما بـر آن  

در نخـاع آسـيب    هـا  سـلول شديم تا بررسي كنيم كه آيا پيوند اين 

موجب بهبود فانكشنال شده ونيز قادر است موجـب   تواند يمديده 

  نيا گردد؟كاهش آلودي

  
  ها روش و مواد

  :حيوانات
 )n= ۲۴(صحرايي ماده نژاد ويستار  يها موشدر اين مطالعه از 

) تهيه شده از انسـتيتو پاسـتور تهـران   (  گرم ۳۰۰تا  ۲۵۰به وزن 

تمام مراحل اين مطالعه توسط كميتـه اخلاقـي   . استفاده شده است

 معاونــت پژوهشــي دانشــگاه علــوم پزشــكي تهــران از نظــر اصــول

. تنگهداري حيوانـات آزمايشـگاهي مـورد تاييـد قـرار گرفتـه اسـ       

اتاق نگهـداري  . شدند يماستاندارد نگهداري  يها قفسيوانات در ح

 ۳۷درجه حرارت اتـاق در محـدوده   . داراي نور و حرارت كافي بود

و آب و غذاي كافي براي حيوانات به  شد يمحفظ  گراد يسانتدرجه 

  .صورت آزاد وجود داشت

  :بنيادي مغز استخوان يها سلولزي جداسا
بنيادي مغز استخوان طبـق روشـي كـه     يها سلولجدا سازي 

شرح داده شد  ۱۹۹۸و همكاران در سال  Aziziجزئيات آن توسط 

بنيادي مغز اسـتخوان از   يها سلولخلاصه  به طور. انجام شد) ۱۸(

  بيـا و فمـور اسـتخراج شـده و در محـيط كشـت      يت يهـا  استخوان

-MEM α داده شده و حدود چهار بار پاساژ داده شدند كشت.  

  :بنيادي مغز استخوان يها سلولكردن  دار نشان
 ۷۲ هـا  سـلول اين  - BMSCc يها سلولكردن  دار نشانبراي 

بـه   3μg/mlكـه بـا غلظـت     Brdu١ساعت قبل از پيوند در داخـل  

  .)۱۹(د انكوبه شدن -شود يممحيط كشت افزوده 

  :مدل ضايعه نخاعي
ــاعي از روش   ــايعه نخ ــاد ض ــراي ايج ــتگاه  contusionب و دس

(NYU٢) به اين ترتيب كه لامينكتومي در سطح  )۲۰(استفاده شد

شـدن نخـاع    exposeپس از . طناب نخاعي انجام شد T8 -9سطح 

 ۵/۱۲از ارتفـاع   يمتر يليم۲گرمي و به قطر  ۱۰يك استوانه فلزي 

بعـد از جراحـي محـل    . اين ناحيه انداخته شـد  يبر رو يمتر يليم

بعد از عمل به مدت يك هفته انجام  يها مراقبتزخم بسته شده و 

  .شد

  :هيستولوژي
 قـاً يعمچهار هفته بعد از ضايعه نخـاعي تعـداد چهـار حيـوان     

                                                
1 bromodeoxyuridine 
2 new york university weight-drop device 

بيهوش شـدند و پرفيـوژن تـرانس كارديـال توسـط پارافرمالدئيـد       

ــد۴ ــام گرفـ ـ درص ــتب. تانج ــا اف ــبانه   ه ــل يــك ش روز در داخ

از نخـاع   متـري  سانتي ۵/۱يك قطعه . انكوبه شدند درصد۳۰سوكرز

در داخـل   embedding -جدا گرديد شد يمكه شامل محل ضايعه 

OCT  ـ و ؛شدانجام   بـه صـورت  ميكرومتـري   ۸عرضـي   يهـا  رشب

اين مقاطع براي مطالعه مورفولوژي با رنگ كرزيل . سريال تهيه شد

  .ويوله رنگ آميزي شدند

  :ه پيوند سلوليپروس
 تصـادفي بـه سـه گـروه كنتـرل      به صورتصحرايي  يها موش

)۸=n(  شمو )۸ =n(   و آزمـايش )۸= n (  در گـروه  . تقسـيم شـدند

بـه  تنها سـرم   شمدر گروه . كنترل تنها لامينكتومي صورت گرفت

 )BMSCگـروه  (در گروه آزمايش . داخل نخاعي تزريق شد صورت

در محل ضايعه و هفت روز پس از  BMSCسلول  )۳×  ۱۰۵(تعداد 

با غلظت  BMSCيها سلولسوسپانسيون . آسيب نخاعي تزريق شد

هفت روز پس از ضايعه . سلول دريك ميكروليتر تهيه شد ۳۰۰۰۰

توسط مواد بي حس كننده بيهوش شـدند و محـل    ها موشنخاعي 

شد و پيوند سلولي طبق مراحل زير صـورت   exposeضايعه دوباره 

سوسپانسيون سلولي توسط يك سرنگ هاميلتون بـه   10μl :گرفت

روسـترال و   يمتـر  يليممدت دو دقيقه در فواصل يك  و درآرامي 

قبل از هر جلسه پيوند سلولي يـك  . كودال محل ضايعه تزريق شد

روي يـك لام   از سرنگ هـاميلتون بـر   BMSC يها سلولنمونه از 

ــان بلــو رنــگ آميــزي شــد           و  نئوبــار ريختــه شــد و بــا تريپ

cell viability تعيين گرديد ها آن.  

  ):عملكرد حركتي(بررسي رفتاري 
 open- fieldارزيابي وضـعيت حركتـي بـا اسـتفاده از تسـت      

walking test در اين تست توانايي حركتي حيوان  .)۲۱(د انجام ش

 شـود  يمه حيوان اجازه داده ب. دشو يمدقيقه سنجيده  ۵در عرض 

 يها اندامايش كننده مستقل حركات دو آزم. كه آزادانه حركت كند

 (BBB scale٣)مقيـاس   بر اسـاس  خلفي موش را مشاهده كرده و

   .کنند يمنمره گذاري 

 شـود  يمداده  ۲۰به حيوان نمرات از صفر تا  BBBدر مقياس 

نشـان دهنـده راه    ۲۱نمره  كه نمره صفر نشان دهنده فلج كامل و

نمره نهايي حيـوان ميـانگين نمـرات هـر دو     . باشد يمرفتن نرمال 

در طول تست راه رفتن حيـوان توسـط   . آزمايش كننده خواهد بود

بررسي وضعيت حركتـي  . شود يم يبردار لميفيك دوربين ديژيتال 

هفته بعد  ۸قبل از ضايعه و پيوند سلولي و نيز هر هفته و به مدت 

  .از پيوند سلولي انجام شد
   

                                                
3 Basso, Beattie and Bresnahan 
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  :)اينيکال آلوداينمکا(  يرفتار يبررس
 يخلف ـ يهـا  انـدام در کـف   يکيت مکـان يحساس ـ يبررس يبرا

ن ي ـا. داسـتفاده ش ـ  von frey filamentsبنـام   ياز ابـزار  هـا  موش

هفته  ۸و بعد از آن هر هفته و به مدت  يوند سلوليقبل از پ يبررس

و همکـاران   pitcher يات انجام تست توسط آقـا يجزئ. ( انجام شد

ــا). ۲۲( )داده شــده اســتشــرح  ۱۹۹۹در ســال  ــامي  ن تســت بن

withdrawal threshold hair test توسـط دو   کـه  شود يمده ينام

ن افـراد  ي ـقابل ذکر اسـت کـه ا  . رديگ يمش کننده انجام يفرد آزما

آن  يکـه تسـت بـر رو    ييسـکو . باشـند  يم blind نسبت به درمان

ل شـده  يتشـک  transparent يکيک جعبه پلاستياز  شود يمانجام 

 باشـد  يم ـ متر يليم ۵/۱به قطر  ييها سوراخ ين جعبه حاويا. است

با کف  von frey filaments هاي فيلامان ها سوراخن يق اياز طر که

ل يتشک ييها رشتهاز  ها لامانيفن يا. کند يمدا يوان تماس پيح يپا

با بکـار   که باشد يمگرم  ۳۰۰تا  ۰.۰۰۸از  ها آن rangeکه  اند شده

 hind paw withdrawal threshold زاني ـم هـا  لامـان يفن يبردن ا

   .گردد يمن ييتع

ش قبل از انجام تست يط آزمايوان با محيجهت آداپته شدن ح

. دشـون  يم ـش قرار داده يقه در جعبه آزمايدق ۱۵به مدت  ها وانيح

هـر کـدام از   . در تماس با سکو باشد يستيوان بايح يمه چهار پاه

وان بکار يح يک کف پايتحر يبرا يک جهت صعوديدر  ها لامانيف

بـه  وان از سـکو  ي ـح يو تنها برداشته شدن کامل پـا  شوند يمبرده 

بـا   بـار و  ۵تسـت  . شـود  يم ـ يتلق ـ withdrawal response عنوان

 ها لامانيفن يرا که ا ييرويمقدار ن. شود يمانجام  يا هيثان ۵فواصل 

جـه برداشـته   يجاد درد و در نتيوان وارد کرده و موجب ايح يبر پا

 يبـر حسـب گـرم بـر رو     شـود  يم ـ (paw withdrawal)شدن آن 

 يدرد را برا يکينوشته شده است که در واقع آستانه تحر ها لامانيف

  .کند يمن ييوان تعيح يپا

  :يميستوشيمونوهيا
هـوش شـدند و   يب قاًيعم ها وانيح يوند سلوليهفته پس از پ ۸

. انجـام شـد   درصـد ۴د ي ـال توسط پارافرمالدئيوژن ترانس کارديپرف

انکوبـه   درصـد ۳۰در داخـل سـوکرز    overnight به صورت ها بافت

عه برداشـته  ينخاع از محل ضـا  يمتر يک سانتيک قطعه يشدند و 

 ۸ال يسـر  يسکشن ها OCTدر داخل  Embeddingو پس از  شد

  .ه شديته يکرومتريم

  :Brdu يميستوشيمونوهيا
شـده   دار نشـان  Brduونـد بـا   يکه قبل از پ BMSC يها سلول

 ييشرح دادند شناسا را آن Li Y et alبودند طبق مراحلي كه آقاي 

 خلاصه سکشـن هـا پـس از انكوبـه شـدن بـا       به طور). ۲۳(شدند 

mouse anti- Brdu monoclonal antibody (sigma)    بـه مـدت

 Fluoescein Isothiocyanate (FITC) conjugated يك شـب بـا  

secondary antibody  انكوبه شدند سپس پس از شستشو باPBS 

با لامل پوشانده شده و با ميكروسكوپ فلوئورسـنت مـورد مطالعـه    

  .قرار گرفتند

  :آناليز آماري
ــا اســتفاده از هــا گــروهمقايســه آمــاري بــين   و  (ANOVA) ب

Tukey test ناليز آماري با استفاده از برنامـه آ. دانجام ش SPSS15 

تلقي شـد و تمـامي    دار معنيظر آماري از ن P < 0.05. انجام گرفت

  .ارائه شد) (Mean± SD به صورت ها داده

  
  ها يافته

 DMEM در محيط كشت BMSC يها سلول: كشت سلولي

رسـيدند   درصـد confluency ۸۰ به که يهنگامكشت داده شدند و 

  .بار پاساژ داده شدند چهار

 يهـا  سـلول ک ي ـپيت يمورفولـوژ  هـا  سلول شود يممشاهده  (BMSC) مغز استخوان ياديبن يها سلولاز کشت  يا مرحله ):۱(شماره شکل 

(BMSC) کروسکوپ ياز م يبردار عکس(  .اند دهيچسببه کف فلاسک  يرا از خود نشان داده و همگ( Olympus 1X 70   
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كـه   ييهـا  نمونهمشاهده  contusionچهار هفته پس از ضايعه 

تعدادي واكوئل و  داد کهبا كرزيل ويوله رنگ آميزي شده بود نشان 

. مختلف در محل ضايعه ايجاد شده است يها اندازهحفره كيستي با 

 يها سلولو  ها نورونو اينتر  ها نورونتشكيل كيست حاكي از مرگ 

  .باشد يم SCIگليال بعد از 

  :ايمونوهيستوشيمي يها افتهي
پيوند شده را در  يها سلولايمونوهيستوشيمي وجود  يها افتهي

 يهـــا افتـــهيحـــل ضـــايعه تاييـــد كـــرد بـــه عبـــارت ديگـــر م

 يهـا  سـلول هفته بعد از پيونـد   ۸ايمونوهيستوشيمي نشان داد كه 

BMSC  محـل ضـايعه حضـور يافتنـد     و درپيوند شده زنده مانده .

بنيادي  يها سلولمشاهده با ميكروسكوپ فلوئورسنت نشان داد كه 

بوده  Brdu positiveمغز استخوان كه در محل ضايعه پيوند شدند 

اطراف محل ضايعه تجمـع   و درهفته پس از پيوند زنده مانده  ۸و 

  .)۲شكل (كردند 

  

 يها سلولفلاش  - عهياز محل ضا يمقطع عرض. .  BMSC يها سلولوند يهفته پس از پ ۸ يميستوشيمونوهيا يها افتهي ):۲(شماره شکل 

Brdu-positive BMSC  و در اطراف  اند ماندهوند زنده يهفته پس از پ ۸که  دهد يمرا نشانcavity  عه را نشان يو ستاره محل ضا اند شدهمستقر

  )Olympus AX70 کروسکوپ فلوئورسنتيمشاهده با م( - µm 40ضخامت . دهد يم

 

  ):عملكرد حركتي(نتايج بررسي رفتاري 
   هـا  گـروه كلي قبـل از ضـايعه نخـاعي حيوانـات تمـام       به طور

BBB score – ۲۱   يـك روز پـس از ضـايعه    . از خود نشـان دادنـد

دريافت كرده بودنـد كـاهش قابـل     contusionحيواناتي كه ضايعه 

خلفي از خود نشان دادند  يها اندامرا در اعمال حركتي  يا ملاحظه

مشـاهده   هـا  آنتا جايي كه فلج كامل پيدا كرده و هيچ حركتي در 

  .بين صفر تا يك بود ها آن BBB scoreنشد و 

قابـل   بـه طـور   هـا  گـروه تمـامي   BBB score در روزهاي بعد

بعـد از ضـايعه    ۱۴افزايش يافت به عنوان مثـال در روز   يا ملاحظه

بـه   شـم در گـروه   (mean ±SD)بـر حسـب    BBB scoreنخـاعي  

از . رسيد )۶۲/۱۰ ± ۳۰/۱(به  BMSCو در گروه  )۱۲/۸ ± ۱۲/۱(

 يهـا  واني ـحدر مقايسـه بـا    BMSC روهگ يها وانيح ۸تا  ۳هفته 

را در حركات اندام خلفـي از خـود    يا روندهپيش  شيافزا شمگروه 

  )۱نمودار ( (p <0.05 )نشان دادند 

در  BMSCگـروه   يهـا  رتهفـتم و هشـتم در    يهـا  هفتهدر 

راه  يهـا  مهـارت  داري معنـي بـه طـور    شمگروه  يها رتمقايسه با 

 BMSCگـروه   يهـا  رترفتن پيشرفت پيـدا كـرد عـلاوه بـر ايـن      

 consistent weight supported) پايداري لازم را در گام برداشتن

stepping)  قدامي و خلفي در طي راه رفـتن  يها اندامو هماهنگي 

(consistent fore-hind limb coordination)   را كسب كردنـد در

 يهـا  وانيح. بودند ها شرفتيپقد اين فا شمگروه  يها رت که يحال

 BBB score – ۲۱ گروه كنترل در طول تمام مراحل تحقيق داراي

  .بودند

 شمگروه  يها وانيحدر  BBB score در هفته هشتم ميانگين

( و ) ۱۲/۱۱ ± ۱۲/۱: (به ترتيب به مقـادير زيـر رسـيد    BMSCو 

كـه از نظـر    دهـد  يم ـتجزيه و تحليل آمـاري نشـان   ). ۱۴ ± ۷۵/۰

 يهـا  گـروه مهمي بين  دار معنييك اختلاف  BBB score ميانگين

BMSC  و كنترل وجود دارد شمو .(P < 0.05).  
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. ها گروه يدر تمام يهفتگ به صورتوند يهشت هفته پس از پ BBB با استفاده از تست يعمل حرکت يابينمودار ارز ):۱(شماره نمودار 

و كنترل وجود دارد و اين  شمو  BMSC يها گروهبين  داري معنياختلاف  BBB scoreكه از نظر ميانگين  دهد يمتجزيه و تحليل آماري نشان 

  .گردد داري معنيموجب بهبود حركتي  تواند يمدر مدل تجربي ضايعه نخاعي  BMSC يها سلولكه پيوند  دهد يمنشان 

  

  ):آلوداينياي مكانيكي( نتايج بررسي رفتاري 
Von Frey hair test  به منظور ارزيابي آلوداينياي مكانيكي هر

مـورد مطالعـه انجـام     يهـا  گـروه هفته در تمـام   ۸هفته و به مدت 

ميـانگين پاسـخ درد   ). ۲نمـودار  : (گرفت و نتايج زير بدسـت آمـد  

 ۸حيوانات به تحريك پنجه خلفي در گروه كنترل در تمـام طـول   

ميانگين پاسخ درد حيوانات  .گرم بود) ۶۰ ±۰(هفته ثابت و برابر با 

 ۶۴/۱۹( در هفته اول برابر بـا   شمبه تحريك پنجه خلفي در گروه 

در هفتـه   –گـرم  ) ۱۱۰ ±۱۰(در هفته دوم برابر با  –گرم ) ±۲۱۰

چهارم و پنجم برابر  يها هفته در –گرم ) ۷۰ ± ۵۴/۶(سوم برابر با 

ششـم و هفـتم و هشـتم     يهـا  هفتـه  و درگرم ) ۷۵/۵۵ ±۲۵/۴(با 

در پايان هفتـه هشـتم اخـتلاف ايـن     . گرم بود) ۵/۵۱ ±۵۶/۵(برابر

   (p < 0.05 )بود  دار عنيمو كنترل  BMSC يها گروهگروه با 

ميانگين پاسخ درد حيوانات به تحريك پنجه خلفـي در گـروه   

BMSC  در هفتـه دوم   –گـرم  ) ۲۱۰ ±۶۴/۱۹(در هفته اول برابر

) ۵/۵۶±۲۵/۸( در هفته سوم برابر  –گرم ) ۷۵/۸۰ ±۰۹/۱۰( برابر 

در هفته پنجم  –گرم  )۶۳/۴۱ ± ۰۶/۷( در هفته چهارم برابر -گرم

 ششـم و هفـتم برابـر    يها هفتهدر  –گرم ) ۱۳/۳۳ ± ۰۱/۶( برابر 

گرم ) ۸۸/۲۱ ± ۰۱/۲(هفته هشتم برابر  و درگرم  )۵/۲۷ ± ۹۶/۴(

بـين ايـن گـروه و     داري معنـي در پايان هفته هشتم اخـتلاف  . بود 

  .(P < 0.05)مشاهده شد  شمكنترل و  يها گروه

اول تا هشتم  يها هفتهان يدر پا يمورد بررس يها گروهدر  يک پنجه خلفيوانات به تحرين پاسخ درد حيانگيسه ميمقا ):۲(شماره نمودار 

كه اختلاف  دهد يمتجزيه و تحليل آماري نشان  .بر حسب گرم (withdrawal threshold) يدن اندام خلفيعه بر اساس عمل پس کشيپس از ضا

در مدل تجربي ضايعه نخاعي  BMSC يها سلكه پيوند  دهد يمو كنترل وجود دارد و اين نشان  شم يها گروهو  BMSCبين گروه  داري معني

  .موجب ايجاد مكانيكال آلودينيا شود تواند يم
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  بحث
بنيـادي مغـز    يهـا  سلولنتايج اين مطالعه نشان داد كه پيوند 

ــيب  (BMSC)اســتخوان  ــاع آس ــه داخــل نخ ــايعه   ب ــا ض ــده ب دي

contusion  ســبب بهبــود عملكــرد حركتــي و نيــز موجــب ايجــاد

بـه عبـارت ديگـر هـر چنـد پيونـد        گـردد  يمآلوداينياي مكانيكي 

 ولـي از طـرف   شـود  يم ـموجب بهبود حركتي  BMSC يها سلول

يگر منجـر بـه ايجـاد حـس نـامطلوبي بنـام مكانيكـال آلوداينيـا         د

  .گردد يم

هيستولوژيك اين مطالعه تاييـد كـرد كـه حيوانـات      يها افتهي

 يها سلول. اند شدهرا متحمل  contusionگروه آزمايش يك ضايعه 

BMSC  و توســط ) ۱شــكل (كشــت داده شــدندBrdu دار نشــان 

  .گرديدند

هفتـه   ۸ايمونوهيستوشـيمي نشـان داد كـه بعـد از      يها افتهي

 و دربودنـد زنـده ماندنـد     Brdu-positiveگـه   BMSC يها سلول

  .)۲شكل (اطراف محل ضايعه تجمع پيدا كردند 

نشـان داد كـه پيونـد    ) عملكرد حركتي( نتايج ارزيابي رفتاري 

موجـب   توانـد  يمدر مدل تجربي ضايعه نخاعي  BMSC يها سلول

روش  تواند يم ها سلولگشته و پيوند اين  داري معنيبهبود حركتي 

همچنين نتـايج  ..درماني موثري را براي ضايعات نخاعي فراهم آورد

به داخل نخاع  BMSC يها سلولمطالعه حاضر نشان داد كه پيوند 

ضايعه ديده موجـب ايجـاد يـك حالـت نـامطلوبي بنـام مكانيكـال        

عه نخـاعي اغلـب منجـر بـه ايجـاد يـك درد       ضاي. شود يمآلوداينيا 

آلوداينيـا در  . شـود  يم ـبنـام آلوداينيـا    يا کننـده نوروپاتيك ناتوان 

تعريف عبارت است از يك حساسـيت افـزايش يافتـه در پاسـخ بـه      

) ۲۴( باشـند  يماست كه در حالت نرمال غير دردناك  ييها محرک

دردناك  به عبارت ديگر آلوداينيا پاسخ دردناك به يك محرك غير

  .باشد يم

مختلفي را براي اتيولوژي آلوداينيا شرح  يها سميمکانمحققين 

و همكاران نشان داد كه  Sungمثال مطالعه آقاي  به عنوان اند داده

ضـايعه اعصـاب    بـه دنبـال  در نخاع  μ- opioid يها رندهيگكاهش 

  ).۲۵( باشد يممحيطي با مكانيكال آلوداينيا در ارتباط 

 بـه دنبـال  و همكـاران نشـان داد كـه     Mukhidaمطالعه آقاي 

در  GABAergic هـاي  اينترنـورون ضايعه نخاعي مقـدار فراوانـي از   

شــاخ خلفــي نخــاع از بــين رفتــه و ايــن موجــب تســهيل انتقــال  

تحريكي در شاخ خلفي شده كه خود منجر به ايجـاد   هاي ايمپالس

نخاعي  اين محققين اضافه كردند كه پيوند داخل. شود يمآلوداينيا 

موجب كاهش مكانيكال آلوداينيا  تواند يم GABAergic يها سلول

  ).۲۶(د شو

Ledeboer  عه يو همکاران در مقاله خود اظهار داشتند که ضا

ا و ي ـکروگليم(ال ي ـگل يهـا  سـلول ا تروما سبب فعال شدن ي ينخاع

ش يپ ين هايتوکيفعال شده س يها سلولن يشده و ا) تيآستروس

ن خـود موجـب   ي ـکـه ا  کننـد  يم ـاتورها را آزاد ير مديو سا يالتهاب

د ي ـت منجـر بـه تول  يدرد شده و در نها هاي ايمپالسل انتقال يتسه

ــا يــنيآلود ــه تزر هــا آن). ۲۷( شــود يم ــد ک ــزارش کردن ــگ  )ق ي

intrathecal) Minocycline  يها سلولت يک مهار کننده فعاليکه 

ا ي ـنيوداکـال آل يموجـب کـاهش مکان   تواند يم باشد يمال يکروگليم

  .شود

 Hofstetter  يعصـب  ياديبن يها سلولو همکاران (NSCs)  را

ق کردند و گزارش کردنـد کـه   يده رت تزريب ديبه داخل نخاع آس

 عمـدتاً (ال ي ـگل يهـا  سـلول دا کـرده و بـه   ي ـد پي ـتزا هـا  سلولن يا

 يز فاکتورهاير نياخ يها سلولدا کردند که يپ زيتما) ها آستروسيت

 .را آزاد نمودنـد  (NGF) يفاکتور رشـد عصـب   ژهيبه وک ينوروتروف

NGF ينايلام هاي نوروندر  ير عاديغ يموجب جوانه زدن آکسون 

Ι  تاΙΙΙ افـت حـس درد در ارتباطنـد    ينخاع کـه بـا در   يشاخ خلف

  ).۱۷( شود يما ينيجاد آلوداين خود موجب ايگشته و ا

 Macias  يعصب ياديبن يها سلولو همکاران (NSCs)   را بـه

موجـب بـروز    کردنـد کـه  ونـد  يپ يعه نخـاع يمبتلا به ضـا  يها رت

 ين گروه با مهندسين ايهمچن .شد ها وانيح يها انداما در ينيآلودا

 GDNF١ ها آناصلاح کردند که  يرا طور NSCs يها سلول کيژنت

عه يمبـتلا بـه ضـا    يها رترا به  ها سلولن يان کنند و سپس ايرا ب

 يکيمکـان  ياي ـنينمودنـد کـه آلودا  ق کردند و مشاهده يتزر ينخاع

موجـب   NSCs يهـا  سلولوند يجه گرفتند که پيافت و نتيکاهش 

را در کـاهش   ينقـش مهم ـ  GDNFنکـه  يا شـده و ا ينيجاد آلودايا

  ).۲۸(کند يمفا يا اينيآلودا

بـه   BMSC يها سلولوند يج مطالعه حاضر نشان داد که پينتا

ن يانگي ـم داري معنـي بـور   ييده موش صـحرا يب ديداخل نخاع آس

وانـات  يسه بـا ح يرا در مقا ٢يک پنجه اندام خلفيپاسخ درد به تحر

 >P). افت نکرده بودند کـاهش داد يرا در يچ سلوليکه ه شمگروه 

سبب  ها سلولن يوند ايگر پيبه عبارت د). A,B,C- ۵شکل ( (0.05

  .شد يکيمکان ياينيجاد آلودايا

و همکـاران   Hofstetterج مطالعـات  يج مطالعه حاضر با نتاينتا

مشــابه اســت ) ۲۸) (۲۰۰۶(و همکــاران  Maciasو ) ۱۷) (۲۰۰۵(

به داخل نخاع  ياديبن يها سلولوند يکه پ دهد يمج نشان ين نتايا

  .شود يما ينيجاد آلودايده موجب ايعه ديضا

ــ ــايهمچن ــد پ ين نت ــه حاضــر نشــان داد هرچن ــد يج مطالع ون

وان يده حيب ديمغز استخوان در داخل نخاع آس ياديبن يها سلول

 ـ شود يم يموجب بهبود عملکرد حرکت يريگ چشم به طور آن  يول

  .گردد يما ينيبنام آلودا يجاد درد نامطلوبيسبب ا

                                                
1 glial derived neurotrophic factor 
2 withdrawal threshold 
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ونـد  يکـه پ  دهد يمق نشان ين تحقيا يها افتهيخلاصه  به طور

ک روش ي ـده ي ـب ديمغز استخوان در نخاع آس ـ ياديبن يها سلول

نـده  يآ ياست در مطالعات سل تراپ ـ يبوده و ضرور يموثر يدرمان

 نکـه ياستفاده شـود و ا  ها سلولن ياز ا يعات نخاعيدرمان ضا يبرا

 شود يموان يدر ح يموجب بهبود حرکت ها سلولن يوند ايهرچند پ

لـذا   گـردد  يم ـ يکيمکـان  يا ينيش آلودايگر موجب افزاياز طرف د

 ـ البـه دنب ـ د ينده بايآ يمطالعات سل تراپ  يبـرا  ييهـا  روشافتن ي

وند ياز پ ها آندرمان  يکه برا شود يم يواناتيا در حينيکاستن آلودا

  .شود يماستفاده  ياديبن يها سلول

ا گـزارش  ي ـنيکاستن آلودا يرا برا يمختلف يها روشن يمحقق

 -)GABAergic )۲۶ يهـا  سـلول ونـد  يپ :کـه عبارتنـد از   انـد  کرده

 ييها سلولوند يپ -)GABA )۲۹ يرسپتورها يست هايز آگونيتجو

 کننـد  يم ـدها را ترشـح  ي ـوئيو اوپ ها کولامينن و کاته يکه سروتون

 -)۳۰(غـده آدرنـال   يبخـش مـدولا   ينيکرومـاف  يهـا  سـلول ر ينظ

 cyclooxigenase-2 (cox-2)مهار کننده  -meloxicamاستفاده از 

 به طورو ) ۳۳(نيدوکائيو ل) ۳۲(نيآدنوز intrathecalز يتجو -)۳۱(

را از رده  يادي ـبن يهـا  سـلول ز يکه تمـا  ييها روشاستفاده از  يکل

و اسـتفاده از  ). ۱۷(دهد shift يتيگودندروسيبه رده ال يتيآستروس

Minocycline  ا و ي ـکروگليم( ال ي ـگل يهـا  سلولکه از فعال شدن

ــتروگل ــرده و  يريجلــوگ )ايآس ــه دنبــال ک ــانع از ب ان يــب آن م

  .)۳۴( شود يم يش التهابيپ هاي سيتوکين

  
  يريجه گينت

مغـز   يادي ـبن يهـا  سـلول ونـد  يمطالعه حاضر نشان داد کـه پ 

موجب بهبـود   ييده موش صحرايب دياستخوان به داخل نخاع آس

ک ي ـجـاد درد نوروپات يگر سبب ايطرف د و ازشده  يعملکرد حرکت

نـده  ياست مطالعـات آ  يو ضرور شود يما ينيبنام آلودا يا ناخواسته

ا را ي ـنيباشـد کـه بتوانـد آلودا    ييهـا  روشافتن ي ـشامل  يسل تراپ

  .کاهش دهد

  
  ر و تشکريتقد

و  يقــات ســلوليمرکــز تحق يت مــاليــمطالعــه حاضــر از حما

پروسـه  . تهران برخوردار شده است  يدانشگاه علوم پزشک يمولکول

cryosectioning يدانشـکده پزشـک   ين مطالعه در بخش آنـاتوم يا 

م از يدانينجا لازم ميست لذا در ات مدرس انجام شده ايدانشگاه ترب

  .ميکن يمانه سپاسگزاريزحمات همکاران در اين مراكز صم
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