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 مقاله پژوهشی

 

 بقاي بر SH-Sy5y يهاسلول از مشتق يهااگزوزوم و ليپوزومی L-Dopa داروي ثيرتأ بررسی

 Dat و Bdnf يهاژن بيان تنظيم طریق از دوپاميرنژیک يهانورون
 1سيفتي مرتضي سيد ،1*اشکذری دهقاني محمود ،1زرين پرستو

 ايران. -يزد -اشکذر -اسلامي آزاد دانشگاه -اشکذر واحد -پزشکي فناوری زيست تحقيقات مرکز -شناسي زيست گروه -1

 14/1/1400 ش:تاریخ پذیر ،9/11/1399 تاریخ دریافت:

 چکیده
 بین از تدريج به سیاه جسم ناحیه در دوپامینرژيك يهانورون آن طی در كه باشدمی رونده پیش نورودژنراتیو ناهنجاري يك پاركینسون بیماري مقدمه:

 جدا يهااگزوزوم بالقوه اثرات مطالعه، اين در. اندگرفته قرار توجه مورد بسیار ثرمؤ درمانی رويکردهاي عنوان به تركیبی درمانی يهاروش ،اخیراً. روندمی
 .گرديد بررسی پاركینسون به مبتلا صحرايی يهاموش پاتولوژيکی شرايط بر لیپوزومی Dopa-L داروي و y5Sy-SH يهاسلول از شده

 جسم ناحیه در OHDA-6 تركیب تزريق طريق از پاركینسون مدل. شدند بنديطبقه گروه پنج در ويستار نژاد نر صحرايی موش سر 25 ها:مواد و روش
 يهامدل به شده لیپوزومی L-Dopa داروي با همراه و تنهايی به SH-Sy5y يهاسلول از شده جداسازي يهااگزوزوم. شد ايجاد مغز راست سمت سیاه
 به Dat و Bdnf ژن دو بیان تغییرات ررسیب و شناسیبافت يهابررسی رفتاري، تست انجام طريق از گرفته صورت تیمارهاي اثرات. شدند تزريق بیمار
 .گرديدند بررسی real-time PCR روش

 مغز سیاه جسم ناحیه در دوپامیرنژيك يهانورون جمعیت افزايش باعث شده لیپوزومی L-Dopa داروي و اگزوزوم با بیمار يهامدل همزمان تیمار نتایج:
 شد مشاهده Dat و Bdnf يهاژن بیان سطح معنادار افزايش شده لیپوزومی L-Dopa داروي و ماگزوزو دو هر با شده تیمار يهامدل در همچنین. گرديد

 .(<05/0P) نبودند معنادار آماري نظر از جداگانه تیمارهاي در شده مشاهده بیان افزايش حالیکه در
 افزايش بر مثبتی سینرژيك اثرات SH-Sy5y يهاسلول يهااگزوزم همراه به L-Dopa داروي از استفاده كه دادند نشان حاضر مطالعه نتايج گيری:نتيجه

 در آنها بقاي و جمعیت افزايش نتیجه در و دوپامینرژيك يهانورون به عصبی ساز پیش يهاسلول تمايز القاي باعث و داشته Dat و Bdnf يهاژن بیان
 .گرددمی مغز سیاه جسم ناحیه

 Bdnf، Dat اگزوزوم، ،L-Dopa نانولیپوزوم، پاركینسون،های کليدی: واژه
 :mdashkezary@yahoo.comEmail ،03-532725952، نمابر: 3272595-1035 تلفن: ،اشکذر  واحد اسلامی آزاد دانشگاه -دانشگاه بلوار -اشکذر -يزد مسئول: نویسنده*

 هایسلول از مشتق هایوزومي و اگزوزومليپ L-Dopa. بررسي تأثير داروی مرتضيزرين پرستو، دهقاني اشکذری محمود، سيفتي سيدارجاع: 
SH-Sy5y هایژن بيان تنظيم طريق از دوپاميرنژيک هایبر بقای نورون Bdnf  وDat .پزشکي پايه علوم در تندرستي و دانش مجله 
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 مقدمه 
 عصبي سيستم یهاآسيب از که افرادی جمعيت اخير یهاسال در

 و( IS) ايسکمي مغزی سکته ،TBI مغزی يبآس مانند( CNS) مرکزی
 بوده همراه رشدی به رو روند با برند،مي رنج (PD) پارکينسون بيماری
 نفر ميليون 69 ساليانه مغزی دژنراتيو یهاآسيب گزارشات طبق بر. است
 در شايع مغزی دژنراتيو یهابيماری جمله از. کندمي درگير را جهان در

 تدريجي دادن دست از با که باشدمي (PD) پارکينسون بيماری جهان
 اختلال وضعيتي، ثباتي بي و رفتن راه در تغييرات حرکتي، عملکردهای

(. 4-1) است همراه خواب یهاناهنجاری و درد شناختي، عملکرد
 دوپامين کنندهتوليد عصبي یهاسلول مرگ که دادند نشان مطالعات

 مغز در (DA) دوپامين کاهش نتيجه در و( دوپامينرژيک یهانورون)
(. 5) گرددمي مياني مغز در نوروني ارتباطات برقراری در اختلال به منجر

 دوپامينرژيک عصبي ضايعات که دادند نشان متعددی مطالعات همچنين
 یهامدل در PD مشابه مييعلا به منجر تواندمي تنهايي به مياني مغز

 و ميعلا کاهش یبرا مختلفي درماني یهاروش تاکنون. شود حيواني
 استفاده نظير دارويي یهادرمان. است شده گزارش PD پيشرفت روند
 و مغز دوپامينرژيک سيستم تقويت برای اغلب DBS و L-DOPA از

 سد از آساني به L-DOPA داروی(. 6) روندمي کارهب PD علايم کنترل
 آمينواسيد -Lدکربوکسيلاز آنزيم توسط و کرده عبور مغزی-خوني

(AADC )به DA دارو اين خوب، اوليه پاسخ از پس. شودمي تبديل 
 و ديسکينزيس حرکتي، نوسانات شامل بيماری عوارض برخي است قادر

-L داروی اگرچه(. 7) کند کنترل مدت طولاني در را ذهني تغييرات

DOPA علائم دتوانمي PD متوقف در اما دهد، کاهش حدودی تا را 
 نظير معايبي دارو اين همچنين. ندارد مثبتي ثيرتأ PD پيشرفت کردن

 و آنزيمي و شيميايي اکسيداسيون به حساسيت آب، در پايين حلاليت
 در را آن از کارآمد استفاده که باشدمي دارا را محيطي دکربوکسيلاسيون

 بررسي به فراواني مطالعات در لذا(. 8) سازدمي روبرو مشکل با باليني فاز
 پايداری و مقاومت افزايش و آب در ليتحلا افزايش جهت راهکارهايي

 از يکي(. 9) است شده پرداخته مختلف فيزيولوژيکي شرايط در دارو اين
 ليپوزومال داروها، کارايي و ماندگاری افزايش جهت کاربردی یهاروش
 کنترل برای دارويي مواد حامل عنوانبه هاليپوزوم از. باشدمي آنها کردن
 که شودمي استفاده فعال بيولوژيکي عوامل دادن قرار هدف يا تحويل

 دارو سميت کاهش و مدت طولاني اثر بهتر، ثيرتأ به منجر توانندمي
 ،هاليپوزوم در دارويي مواد کردن کپسوله که دادند نشان مطالعات. گردند

 طول افزايش باعث همچنين و کرده محافظت تخريب برابر در آنها از
(. 10) گرددمي کمتر دوز با آن اثربخشي شافزاي و پلاسما در دارو عمر
 بيولوژيکي ابزار يک عنوانبه هاليپوزوم سازگاری، بالای ميزان دليل به

 یهابافت داروها جمله از مختلف یهامولکول تحويل جهت مناسب

 سرعت کاهش با هاليپوزوم. اند گرفته قرار استفاده مورد بدن مختلف
 و اثربخشي افزايش باعث لوژيکيبيو مايعات درون به دارو رهايش
 شدن کند باعث ترکيبات اين همچنين. شوندمي بدن در دارو عمکلرد

 آن درنتيجه که شده آن غيرفعال یهامتابوليت به دارو متابوليسم روند
 یهادرمان کنار در(. 11) يافت خواهد افزايش دارو عمر نيمه و پايداری
 بازگرداندن جهت سلول يجايگزين یهاروش استفاده، مورد دارويي
 مطالعات(. 12) باشدمي توجه مورد نيز دوپامينرژيک یهانورون جمعيت
 ناحيه به عصبي پروژنيتوری يا بنيادی یهاسلول پيوند که دادند نشان
 بازسازی و احيا در را ای اميدوارکننده نتايج ندتوانمي مغزی ديده آسيب
(. 13) دهند ارائه بانميز مغز عصبي یهاسيناپس و اتصالات برخي

 از بسياری که دادند نشان مطالعات اخير، یهاسال در همچنين
 یهاسلول همچنين و بنيادی یهاسلول از ترشحي فاکتورهای

 اثرات مجاور یهاسلول بر توانندمي مختلف یهابافت يافتهتمايز
 راستا، همين در(. 14) بخشند بهبود را آنها عملکرد و داشته محافظتي

 کوچک ليپيدی لايه دو یهاوزيکول از ایدسته عنوانبه هااگزوزوم خيراَا
 ترکيبات حاوی که اند شده شناخته مختلف یهاسلول از ترشح قابل

 غيره و هاmiRNA ،هاهورمون آنزيم، رشد، فاکتورهای نظير مختلفي
 مجاور یهاسلول توسط توانندمي ترشحي یهااگزوزوم اين. باشندمي

 منتقل ديگر یهااندام یهاسلول به خون جريان طريق از يا و هشد جذب
 در هااگزوزوم درماني و محافظتي اثرات اخير، مطالعات در(. 15) شوند

 گزارش غيره و پارکينسون عصبي، عروقي،-قلبي التهابي، یهابيماری
 (. 16) است شده
 یهازماگزو بالقوه اثرات مطالعه اين در شده، ذکر مطالب به توجه با

 منشأ با سلولي رده يک عنوانبه ،SH-Sy5y یهاسلول از شده جداسازی
 به مبتلا صحرايي موش مدل بر L-Dopa ليپوزومال داروی و عصبي،

 دوپامينرژيک یهانورون تراکم حيوان، رفتاری یهاويژگي بر پارکينسون
 سطح در Dat و Bdnf یهاژن بيان و مغز (NS) سياه جسم ناحيه

 . گرديد بررسي مولکولي

 هامواد و روش
 با آلبينو ويستار نژاد نر صحرايي موش سر 25 از تجربي مطالعه در

. شد استفاده( هفته 8 حدود سن با) گرم 250 تا 200 وزني محدوده
 12 سيکل و گرادسانتي درجه 21±2 دمای) استاندارد شرايط در حيوانات
 غذای و آب به ادآز دسترسي با( تاريکي ساعت 12 و روشنايي ساعت
 5 به تصادفي صورتبه صحرايي یهاموش. شدند نگهداری يکسان
 پارکينسون مدل( 2) پارکينسون، مدل( 1: )شدند تقسيم تايي 5 گروه
 با درمان تحت پارکينسون مدل L-Dopa، (3) داروی با درمان تحت

-Liposomal L داروی با درمان تحت پارکينسون مدل( 4) اگزوزوم،

Dopa (L-Dopa-LIP) (28 درمان تحت روز)، (5 )پارکينسون مدل 
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 /درمان تحت روز 28) اگزوزوم و Liposomal L-Dopa با درمان تحت
 (.مغز به اگزوزوم تزريق بار يک

 (.OHDA -6) دوپامين هيدروکسي-6 ماده با پارکينسوني مدل ايجاد
 نسبت به) زيلازين کتامين صفاقي داخل تزريق با صحرايي یهاموش

 داشته نگه ثابت استريوتاکسي قاب يک روی بر و شده بيهوش( 5 به 3
 سياه توده ناحيه بالای جمجمه در سوراخ دو زير مختصات مطابق. شدند

 :شد ايجاد راست سمت  SN (substantia nigra)يا
 -9/1(: ML) جانبي-داخلي متر؛ميلي -2/5(: AP) خلفي-قدامي( 1) 

 .مترميلي 8.2-(: DV) شکم عمق قسمت در متر؛ ميلي
 عمق متر؛ميلي -4/2: جانبي-داخلي متر؛ميلي 5/5: خلفي-قدامي( 2)

 .مترميلي -6/7: شکم
 با( ليترميلي در گرمميلي 5/2) OHDA -6 از ليترميلي 6 کل حجم
 سوزن. شد تزريق راست سمت SN به دقيقه در ليترميلي 0/1 سرعت

 تزريق از پس دقيقه 5 شود، رجخا آرامي به اينکه از قبل ميکرواينجکشن
 یهابالشتک روی تميز یهاقفس در هاموش. گرفت قرار خود جای در

 .يابند بهبود جراحي از بعد تا گرفتند قرار کنندهگرم
 یهاموش مغز SN ناحيه به مستقيما  هااگزوزوم ،5 و 3 یهاگروه در

 داروی نيز 5 و 4 یهاگروه در. شدند تزريق پارکينسون مدل صحرايي
L-Dopa مقدار به ليپوزومي mg/kg 80 مدت به و خوراکي صورتبه 

 .شد خورانده مدل یهاموش به روزانه ماه يک
 نازك لايه پوشاني آب روش از نانوليپوزوم ساختارهای تهيه منظوربه

 به لسيتين در موجود فسفوليپيد نوع يک ابتدا منظور، بدين. شد استفاده
 حاصل محلول. شد حل اتانول حلال در کولين فسفاتيديل-آلفا-ال نام
 دمای در( آلميان کشور ،Heidolph شرکت) روتاری اواپراتور دستگاه در
 جهت. شود تبخير آن اتانول تا شد داده قرار خلا تحت و درجه 30

 نيتروژن گاز مجاورت در تبخير فرآيند ليپيدها، اکسيداسيون از جلوگيری
 آلي حلال تا يافت ادامه ساعت 2 مدت به تبخير فرآيند. گرفت صورت

 . بماند باقي ليپيدی نازك لايه يک تنها و شده تبخير کامل طوربه
 غلظت کهطوریبه شد حل استريل مقطر آب در L-Dopa داروی
 نازك لايه به حاصل محلول سپس و گردد حاصل آن از mM1 نهايي
 شدن هيدراته راندمان افزايش جهت. گرديد اضافه آمده دستهب ليپيدی
 شد اضافه متر ميلي 5/0 قطر به ای شيشه یهادانه ليپيدی، نازك لايه

 ناپديد ليپيدی لايه تا شد داده قرار استيرر دستگاه روی بر حاصل مخلوط
 توليد و آمده دستهب سوسپانسيون سازی همگن منظوربه ادامه در. گردد

 در دقيقه 15 مدت به هآمد دستهب یهانمونه نانو، ابعاد در ييهاليپوزوم
 (UP200H, Hielischer, Germany) اولتراسونيک هموژنايزر دستگاه
 ساعت يک مدت به شده هموژنايز سوسپانسيون سپس. شدند سونيکه

. شدند داشته نگه ليپيدی فاز انتقال دمای در و نيتروژن گاز مجاورت در

 (sigma, Germany) گرديد سانتريفيوژ حاصل سوسپانسيون نهايت، در
 L-Dopa داروی حامل یهانانوليپوزوم حاوی شفاف سوسپانسيون يک تا
 . آيد دستهب

 از استفاده با شده توليد یهانانوليپوزوم مورفولوژيکي خصوصيات
 SEM, LEO 1430VP, Germany) روبشي الکتروني ميکروسکوپ

and UK) ليپوزومي نانوذرات متوسط قطر و اندازه همچنين. شد انجام 
 Zetaدستگاه از استفاده با(  (DLSديناميکي نور پراکندگي روش به

sizer Nano ZS (Malvern, UK) تعيين جهت همچنين. شد انجام 
 جذب ميزان هانانوليپوزوم در شده بارگذاری L-Dopa داروی ميزان
 اسپکتروفتومتر دستگاه توسط نانومتر 588 موج طول در هانمونه نوری

(PG-Instrument LTD England) بارگذاری داروی ميزان. شد قرائت 
 : گرديد محاسبه زير فرمول از استفاده با هانانوليپوزوم در شده

(/ باقيمانده L-Dopa – کل L-Dopa= ) شده بارگذاری داروی ميزان
L-Dopa 100×  کل   
 تهران،) ايران پاستور انستيتو سلولي بانک از Sh-Sy5y یهاسلول
-RPMI و DMEM / F12 کشت یهامحيط در و شده خريداری( ايران

(. آمريکا ،MO لوئيس، سنت آلدريچ،-سيگما) شد داده کشت 1640
 سيلينپني هابيوتيکآنتي و FBS ٪10 با استفاده مورد کشت یهامحيط

 Gibco ،Thermo Fisher) (pen/strep %1) استرپتومايسين و

Scientific Inc ، Rockford ،Ill. ، (USA در هاسلول .شدند غني 
 ٪90-95 رطوبت تحت CO2 ٪5 در گرادسانتي درجه 37 دمای

 Gibco،Thermo Fisher) تريپسين از استفاده با و شدند نگهداری

Scientific Inc ،Rockford ،Ill. ،(USA  فسفات بافر نمکي محلول و 
(PBS) گرفتند قرار متوالي پاساژهای تحت. 

 با سلولي یهاکشت ،Sh-Sy5y یهاسلول کشت از پس هفته دو
 استخراج از قبل ساعت 24. گرديد حاصل درصد 90 الي 80 تراکم

 رويي محيط بعد، روز در. شد تعويض هاسلول کشت محيط اگزوزوم،
 تحت ساعت 2 مدت به و شده آوریجمع متراکم یهاسلول

 یهااگزوزم تا گرفتند قرار g×  120،000 بالای سرعت با اولتراسانتريفيوژ
 يک در اگزوزوم حاوی حاصل رسوب. گردند جدا رويي مايع از موجود
 دمای در استفاده زمان تا و شده سوسپانس استريل PBS بافر ليترميلي
 .    شد نگهداری درجه -20

 تيمار پارکينسون مدل یهاموش در حرکتي اختلالات بررسي جهت
 يک از آزمون اين در. شد انجام ميله آزمون نشده تيمار همچنين و شده
 10 سکو از بارفيکس ارتفاع. شد استفاده سکو يک و پارفيکس ميله

 شدند مستقر موقعيتي در هاموش آزمون، شروع لحظه در. بود متر سانتي
 پايان زمان. بود شده داده قرار بارفيکس ميله روی بر هاآن دست دو که

 روی از را خود دست دو هر يا يک حيوان که بود ای لحظه آزمايش،
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 آزمون اين برای گرفته نظر در استاندارد زمان مدت. داشت مي بر يلهم
 (. 17) بود ثانيه 110

 بر گرمميلي 50) کتامين با آزمايش آخرين از پس ساعت 24 هاموش
 سر سپس. شدند بيهوش( کيلوگرم بر گرمميلي 5) زايلازين و( کيلوگرم
 فرمالين در و دش جدا هاآن مغز و گرديد قطع کامل بيهوشي در هاموش
. شد فيکس پارافيني یهاقالب در مغزها سپس و شد داده قرار درصد 10
 5 ضخامت با ييهابرش روتاتوری، ميکروتوم دستگاه از استفاده با

 مراحل و شدند داده قرار آلبومينه یهالام روی هابرش. شد تهيه ميکرون
 از استفاده با هالام. گرفت صورت هاآن روی بر آبدهي و سازی شفاف
 پوشانده لامل و انتلان چسب با سپس و آميزی رنگ ويوله کريزل رنگ
 . شد

 ميکروسکوپ از استفاده با هانمونه کليه مورد در ميکروسکوپي مطالعه
 بيان روش طبق مياني مغز یهابرش حيوان هر در. گرديد انجام نوری
 شمارش(. 18) گرديد بررسي همکاران و Blandin توسط شده
 image J افزارنرم توسط سياه جسم متراکم بخش در واقع یهاروننو

 سنجش سطح واحد در مورفومتريک روش از استفاده با و گرفت انجام
 بافت بررسي(. شدند شمارش مشخص یهاهسته با یهاسلول فقط) شد

 پنج هر در سياه جسم متراکم بخش یهانورون تعداد شمارش و شناسي
 . گرفت صورت مورد 4 و 10 و 40 بزرگنمايي با گروه
 تمامي حيوانات مغز سياه جسم ناحيه از کامل RNA استخراج ابتدا
 شده هيارا دستورالعمل طبق QIAzol reagent از استفاده با هاگروه
. شد انجام (QIAGEN Inc., Valencia, CA) کياژن شرکت توسط

 اپنانودر اسپکتروفوتومتر توسط شده استخراج RNA خلوم و غلظت
 نانومتر 280 و 260 یهاموج طول در هانمونه نوری جذب. شد بررسي
 به ng/µl حسب بر رقت ضريب براساس آن غلظت و شده گيری اندازه
 cDNA سنتز کيت از استفاده با بعد، مرحله در. آمد دست

(Thermoscientific, UK)  رشته ساخت واکنش cDNA از RNA 
 واکنش سپس. شد انجام(  (RTمعکوس بردارنسخه آنزيم از استفاده با

Real-Time PCR دستگاه از استفاده با stepone ABI system برای 
 تحت یهاگروه در هاژن بيان تغييرات و انجام DAT و BDNF یهاژن

 با انتخابي ژن دو پرايمرهای. شد سنجيده ct∆∆-2 روش به مطالعه
 و شده احيطر( 5/6 نسخه  (gene runnerافزارنرم از استفاده

 پايگاه در Primer-Blast برخط برنامه از استفاده با آنها اختصاصيت
NCBI داده نشان 1 جدول در استفاده مورد پرايمرهای ليست. شد ييدتأ 

 انتخاب داخلي کنترل ژن عنوان به Gapdh ژن همچنين. است شده
: شدند انجام زير دمايي برنامه طبق PCR یهاواکنش. گرديد

 مرحله و دقيقه 5 مدت به گراد سانتي درجه 95 در اوليه ندناتوراسيو
 سانتي درجه 60 ثانيه، 15 مدت به گراد سانتي درجه 95 شامل تکثير
 40 در ثانيه 30 مدت به گراد سانتي درجه 72 و ثانيه 20 مدت به گراد

 از استفاده با PCR نتايج دقت و صحت. شد انجام متوالي سيکل
. شدند ارزيابي ژن هر PCR محصول به مربوط ذوب و تکثير یهامنحني

 .شد انجام prism 3 افزارنرم از استفاده با ژن بيان تغييرات آناليزهای

   Gapdh و Bdnf،Dat ی هاژن برای شده طراحی پرايمرهای مشخصات و توالی -1 جدول

ژن کد دسترسي طول قطعه تکثير شونده (C°)دمای ذوب  (´3-´5) توالي پرايمر نام ژن  

r-BdnF-F 
r-Bdnf-R 

CTTATGAATCGCCAGCCAATTCTC 
TGCAGGGGCATAGACAAAAGG 

60 
60 

110 bp NM_001270630.1  

r-Dat-F 
r-Dat-R 

ACCAACTCCACCCTCATCAA 
CAGTTAGGGCACCAGGAAG 

58 
57 

183 bp NM_012694.2  

r-Gapdh-F 
r-Gapdh-R 

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 

60 
58 

123 bp NM_017008.4  

 
 حاصل یهاداده. شدند انجام تکرار بار سه صورتبه آزمايشات تمامي

 یهاداده مقايسه برای سپس و شدند بررسي نرمال توزيع نظر از ابتدا
 يک آنووای آزمون ،هاآن معناداری بررسي و مختلف یهاگروه از حاصل
 ± ميانگين صورت به هاداده. شد انجام توکي تعقيبي تست و طرفه

 گرفته نظر در >05/0P با برابر معناداری سطح و شدند بيان يارمع انحراف
 .شد

 نتایج
 ساخته یهاليپوزوم که دادند نشان SEM از حاصل یهاميکروگراف

 کروی شکل و بوده ایيکپارچه و منسجم ساختارهای دارای همگي شده
 نظر از هاليپوزوم تمامي(. الف 1 شکل) دادندمي نشان را انتظار مورد

 یهاتجزيه و تحليل نتايج همچنين. بودند همگن مورفولوژی و زهاندا
DLS محدوده در شدهتهيه یهانانوليپوزوم اندازه ميانگين که دادند نشان 
 مورد فرمول طبق براين، علاوه(. ب 1 شکل) دارد قرار نانومتر 20 تا 10

 ودحد هانانوليپوزوم در L-Dopa داروی بارگذاری کارايي ميزان استفاده،
 . آمد دستهب درصد 65

 با شده تيمار یهامدل در ميله، رفتاری آزمون از حاصل نتايج براساس
 L-Dopa داروی همچنين و تنهايي به ليپوزومال L-Dopa داروی

 توان نشده تيمار بيمار گروه با مقايسه در اگزوزوم همراه به ليپوزومال
 (.>05/0P) ودب يافتهبهبود توجهي قابل ميزان به هاموش حرکتي

 به پوشش بدون L-Dopa و تنهايي به اگزوزوم با شده تيمار یهاگروه

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=397174763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=148747513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402691727
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 آزمون انجام زمان مدت را افزايشي نشده تيمار گروه بهنسبت تنهايي
 (. 2 شکل) نبود معنادار آماری نظر از اما دادند نشان
-SH یهاسلول از شده جداسازی یهااگزوزوم ثيرتأ بررسي منظوربه

Sy5y داروی و L-Dopa با ترکيب در و جداگانه صورت به ليپوزومال 
 حيواني یهامدل NS ناحيه دوپامينرژيک یهانورون جمعيت بر يکديگر

 شد انجام موردنظر یهابافت بر ويوله کرزيل آميزیرنگ پارکينسون،
 جمعيت که دادند نشان آميزیرنگ از حاصل تصاوير(. 3 شکل)

 معناداری ميزان به مدل گروه یهابافت در دوپامينرژيک یهانورون
(05/0P<) داروی با شده تيمار یهاگروه در. بود يافتهکاهش L-Dopa 
 افزايش ليپوزومال L-Dopa-اگزوزوم و ليپوزومال L-Dopa تنهايي، به

 گرديد مشاهده مدل گروه بهنسبت دوپامينرژيک یهانورون تعداد معنادار
 L-Dopa-اگزوزوم با شده تيمار گروه در سلولي جمعيت افزايش اين که

 (>05/0P) معنادار کاملا  شده تيمار یهاگروه ساير به نسبت ليپوزومال
 بين دوپامينرژيک یهانورون تعداد شده مشاهده افزايش. گرديد مشاهده

 ليپوزومال L-Dopa و تنهايي به L-Dopa داروی با شده تيمار گروه دو
 تيمار گروه در شده مشاهده افزايش همچنين (.<05/0P) نبود معنادار
 .نبود معنادار مدل گروه با مقايسه در تنهايي به اگزوزوم با شده

در  Datو  Bdnfهای مولکولي، تغييرات بيان دو ژن در سطح ارزيابي
اگزوزوم، داروی  با درمان های بيمار تحتبيمار پارکينسون و گروه مدل

L-Dopa ،L-Dopa ليپوزومال و اگزوزوم- L-Dopa  ليپوزومال به مدت
مورد بررسي قرار گرفت. همانطورکه  real-time PCRروز به روش  28

در گروه تيمار  Bdnfنشان داده شده است، ميزان بيان ژن  3در شکل 
ليپوزومي نسبت به گروه بيمار و ساير  L-Dopa -شده با اگزوزوم

(. 045/0 0±/019شده افزايش معناداری را نشان داد )های تيمارگروه
(، ميزان بيان ژن 0113/0 0±/0036همچنين در مقايسه با گروه مدل )

Bdnf های تيمار شده با در گروهL-Dopa (0068/0± 028/0 اگزوزوم ،)
( افزايش 031/0 0±/014ليپوزومال ) L-Dopa( و 018/0 011/0±)

بود اما از نظر آماری اختلاف معناداری مشاهده نشد. همچنين، بيان يافته
ليپوزومي نسبت  L-Dopa -نيز در گروه تيمار شده با اگزوزوم Datژن 

شده افزايش معناداری را نشان داد های تيماربه مدل بيمار و ساير گروه
(، ژن 0001/0 3±/99(. در مقايسه با گروه مدل )0004/0 0001/0±)

Dat های تيمار شده با در گروهL-Dopa  (27/6± 0003/0 اگزوزوم ،)
( افزايش 0003/0 3±/29ليپوزومال ) L-Dopa( و 0002/0 89/7±)

 بيان را نشان داد اما از نظر آماری معنادار نبود.
  

 (الف
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 (ب

 
  مورفولوژی و اندازه نظر از L-Dopa داروی حاوی یهانانوليپوزوم خصوصيات تعيين -1 شکل

 . بود نانومتر 20 الی 10 دمحدو در نانوذرات اندازه بيانگر DLS تجزيه و تحليل نتايج( الف)
 .است گرديده حاصل شکل کروی ساختارهای با ليپوزومی نانوذرات از همگنی مخلوط که دادند نشان SEM الکترونی ميکروسکوپ از حاصل تصاوير( ب)
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 L-Dopa با شده تيمار بيمار مدل ،G4 اگزوزوم؛ با شده تيمار بيمار مدل ،G3 پوشش؛ بدون L-Dopa با شده تيمار بيمار مدل ،G2 پارکينسون؛ بيمار مدل ،G1. ميله آزمون -2 شکل

 هم با ليپوزومال L-Dopa و اگزوزوم با شده تيمار بيمار مدل ،G5 و ليپوزومال
 نشده تيمار بيمار گروه با مقايسه در هاموش حرکتی توان معنادار بهبود اگزوزوم همراه به ليپوزومال L-Dopa داروی و تنهايی به ليپوزومال L-Dopa داروی با شده تيمار یهامدل در

 .نبودند معنادار آماری نظر از بيمار گروه با مقايسه در بدون L-Dopa و تنهايی به اگزوزوم با شده تيمار یهاگروه در شده مشاهده تغييرات .(>05/0P) گرديد مشاهده
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 الف(

 ب(

 مختلف درمان تحت و بيمار هایگروه در دوپامينرژيک ایهسلول جمعيت تغييرات -3 شکل
 جمعيت افزايش مختلف تيمارهای انجام از پس که بود پارکينسون بيمار گروه در دوپامينرژيک هایسلول تعداد کاهش بيانگر ويوله کرزيل آميزیرنگ از حاصل تصاوير( الف)

 تيمار تحت هایگروه در همچنين. بود معنادار کاملا ديگر هایگروه تمامی به نسبت ليپوزومی L-Dopa -اگزوزوم با ارتيم تحت گروه در شده مشاهده افزايش. شد مشاهده هاسلول
 به (>05/0P) مقدار. گرديد مشاهده بيمار گروه به نسبت دوپامينرژيک هاینورون جمعيت معنادار افزايش( ليپوزوم در شده بارگذاری و ليپوزوم بدون) L-Dopaشکل نوع دو هر با

 . شد گرفته نظر در معنادار سطح عنوان
 .باشدمی نظر مورد هایگروه بين معنادار تفاوت وجود عدم منزله به هاستون روی بر يکسان حروف .image J برنامه از استفاده با شناسیبافت مطالعات شده کمی نتايج( ب)
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 ب(                    الف(                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 های تيمار شده مختلف.در مدل بيمار پارکينسون و گروه Datو  Bdnfهای تغييرات بيان ژن -4شکل 
(. 0004/0 0±/0001های تيمار شده افزايش معناداری را نشان داد )ليپوزومی نسبت به مدل بيمار و ساير گروه L-Dopa -نيز در گروه تيمار شده با اگزوزوم Dat)الف( بيان ژن 

در مقايسه با گروه مدل  Dat(، افزايش بيان 0003/0 3±/29ليپوزومال ) L-Dopa( و 0002/0 7±/89(، اگزوزوم )27/6± 0003/0) L-Dopaهای تيمار شده با گروه اما در
 ( از نظر آماری معنادار نبود.0001/0 99/3±)

(. 045/0 0±/019شده افزايش معناداری را نشان داد )های تيمارت به مدل بيمار و ساير گروهليپوزومی نسب L-Dopa -شده با اگزوزومدر گروه تيمار Bdnf)ب( ميزان بيان ژن 
ليپوزومال  L-Dopa( و 018/0 0±/011(، اگزوزوم )0068/0± 028/0) L-Dopaشده با های تيماردر گروه Bdnf(، بيان ژن 0113/0 ±0036/0 در مقايسه با گروه مدل )

 .بود اما از نظر آماری اختلاف معناداری مشاهده نشده( افزايش يافت031/0 014/0±)

 بحث
 برانگيزترينچالش از يکي عنوانبه ،((PD پارکينسون بيماری
 با را بيماران که است شده شناخته حرکتي نورودژنراتيو یهابيماری

 در. کندمي روبرو متعددی رواني و ذهني اختلالات حرکتي، مشکلات
 به و ندارد وجود پارکينسون بيماری برای عيقط درماني هيچ حاضر حال
 مؤثر، درماني يا پيشگيرانه درماني یهاروش يافتن در توانايي عدم دليل
 سراسر در بيماری اين مهار و کنترل برای اپيدميولوژيک یهابينيپيش
 دارو یهاروش از استفاده همچنان اما(. 19) نيست خوشبينانه جهان
 بيماری اين عوارض کاهش برای درماني رراهکا ترينمرسوم درماني

 ليست صدر در همچنان L-Dopa داروی بين، اين در. شودمي محسوب
 قادر که باشدمي پارکينسون به مبتلا بيماران برای استفاده مورد داروهای

 اخير، یهاسال در. دهد کاهش را بيماری باليني ميعلا حدودی تا است
 درماني یهاروش ادغام شامل بيترکي درماني یهاروش از استفاده
 يا درماني سلول نظير نويني یهاروش با درماني دارو مانند مرسوم
 مورد بسيار سلولي ترشحات کلي طور به يا ترشحي فاکتورهای از استفاده
 اين در اساس، همين بر(. 21 و 20) است گرفته قرار محققان توجه

 از ترشحي یهاگزوزوما و شده ليپوزومال L-Dopa داروی اثر مطالعه،
 پارکينسون بيماری پاتولوژيکي ميعلا بهبود بر SH-Sy5y سلولي رده

 و Bdnf یهاژن بيان تنظيم و PD به مبتلا صحرايي موش مدل در
Dat منظور به. گرديد بررسي هانورون بقای و رشد مسير در دخيل 

 رودا اين ليپوزومال فرم ،L-Dopa داروی اثربخشي و پايداری افزايش
 L-Dopa که داد نشان نيز مطالعه اين از حاصل نتايج و گرديد تهيه

 نشان را بهتری عملکرد دارو نشده ليپوزومي فرم با مقايسه در ليپوزومي
 تجويز که دادند نشان( 2006) همکارانش و استفانو اين، از پيش. دهد مي

L-DOPA سماپلا در دارو آهسته نسبتا  انتشار سبب ليپوزومال صورت به 
 صحرايي یهاموش مغز مخطط جسم به DA پايدار انتقال و توليد و

 L-DOPA داروی فرم در تغيير که داد نشان محققان اين نتايج. گرددمي
 شده کنترل تحويل و شود موش مغز در آن انتشار افزايش باعث دتوانمي
 ترشحي یهااگزوزوم از مطالعه اين در همچنين(. 22) دهد افزايش را آن
 و رشد فاکتورهای از غني منبعي عنوان به SH-Sy5y یهاسلول زا

 استفاده مطالعه اين در که آنجايي از. شد استفاده سلولي ثرهمؤ ترکيبات
 بر آن ثيرتأ مطالعه جهت عصبي یهاسلول ترشحي یهااگزوزوم از

 رده از لذا بود مدنظر عصبي بيماری يک عنوان به پارکينسون بيماری
 گرديد استفاده نوروبلاستوما یهاسلول از شده مشتق SH-Sy5y سلولي

 پايه تحقيقات در گسترده طور به مدل سلولي رده يک عنوان به که
 مارکرهای خوبي به سلولي رده اين که آنجايي از بويژه شوندمي استفاده
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 بهمربوط مطالعات در گسترده طوربه کنندمي بيان را دوپامينرژيک
 یهاسلول خصوصيات ساير و زايينورون رآيندف پارکينسون، بيماری
 خوام بر خود مطالعه در مکيني و سارکو(. 23) شوندمي استفاده مغزی

 کيدتأ نورودژنراتيو یهابيماری در آنها درماني پتانسيل و هااگزوزوم
 به فزاينده طوربه اگزوزومي محتوای که کردند بيان محققان اين. کردند
 هااگزوزوم که آنجايي از همچنين. کنندمي مکک عصبي اتصالات توسعه
 مناسبي ابزار عنوان به ندتوانمي هستند، مغزی-خوني سد از عبور به قادر
(. 24) گيرند قرار استفاده مورد دارو حمل جهت بالا پايداری و عمر نيمه با

 با حيوانات همزمان تيمار دادند نشان حاضر مطالعه بافتي یهابررسي
 توجهي قابل طوربه ترشحي یهااگزوزوم و ليپوزومي L-Dopa داروی
 مغز سياه جسم ناحيه در دوپامينرژيک یهانورون جمعيت افزايش باعث

 مشابه، ای مطالعه در. گرددمي شده ايجاد بافتي آسيب کاهش نتيجه در و
 با پارکينسون به مبتلا یهاموش تيمار که دادند نشان همکاران و فريکر
 تعداد افزايش باعث اکسيدانت آنتي يک عنوان به آسکوربيک اسيد

 تمايز مسيرهای کردنفعال طريق از احتمالا  دوپانيرژيک یهانورون
(. 25) گردند مي عصبي ساز پيش یهاسلول از دوپامينرژيک یهانورن

 که دادند نشان مطالعه اين از حاصل نتايج مولکولي سطح در همچنين،
 یهااگزوزوم و ليپوزومي L-Dopa داروی با حيوانات ترکيبي تيمار روش
 Dat و Bdnf ژن دو بيان توجه قابل افزايش باعث SH-Sy5y از حاصل

 ارزيابي مورد نظر اين از ژن دو اين بيان. گرديد بيمار مدل با مقايسه در
 به Bdnf ژن محصول که دادند نشان پيشين مطالعات که گرفت قرار

 عصبي یهاسلول بقای در مغز از مشتق نوروتروفيک فاکتور يک عنوان
 طوريکه به. دارند اهميتي حائز نقش دوپامينرژيک یهانورون جمله از

 یهابيماری به مبتلا افراد در ژن اين بيان سطح که است شده مشخص
 رنگ ديگر، طرف از(. 26) کندمي افت پارکينسون جمله از نورودژنراتيو

 عمده طوربه Dat پروتئين که دادند نشان ايمنوهيستوشيمي یهاآميزی
 نقش ييدکنندهتأ که اند شده متراکم مغز استراتيوم و سياه جسم ناحيه در

 اکسوني و دندريتي اتصالات به دوپامين انتقال و جذب در هاآن مهم
 دادند نشان مطالعات همچنين(. 27) باشدمي دوپامينرژيک یهانورون

 دوپامين ناقل تئينپرو ميزان و Bdnf پروتئين سرمي سطح بين که

(Dat) دادند نشان هابررسي کهطوریبه دارد وجود مستقيمي ارتباط 
 پروتئين سرمي سطح کاهش به منجر آن فقدان يا Dat پروتئين کاهش

BDNF بيان افزايش که دادند نشان همکاران و يمنها(.28) گرددمي 
 در تخريب حال در دوپامينرژيک یهانورون بقای تواندمي Bdnf ژن

 (. 29) اندازد خيرتأ به را سلولي مرگ و داده افزايش را پارکينسون بيماری
-L داروی از استفاده که دهندمي پيشنهاد حاضر مطالعه نتايج بنابراين

Dopa حاوی یهااگزوزم همراه به دوپامين سازپيش عنوانبه 
 بيان بر مثبت تنظيمات ايجاد با متعدد نوروتروفيک و رشد فاکتورهای

 پيش یهاسلول تمايز القای باعث Dat و Bdnf همچون مهمي یهاژن
 اين جمعيت افزايش نتيجه در و دوپامينرژيک یهانورون به عصبي ساز

 و شده موجود دوپامينرژيک یهانورون بقای همچنين و هانورون
 مغز سياه جسم ناحيه در وارده آسيب پيشرفت روند حدودی تا توانندمي
 روش اين مثبت ثيرتأ کهطوریبه بخشند بهبود حتي يا و کاهش را

 بسيار نيز درمان تحت حيواني مدل حرکتي وضعيت بر ترکيبي درماني
 .شد ارزيابي مثبت

  قدردانی و تشکر
 دانشگاه محترم همکاران و کارشناسان هایمساعدت و همکاری از
 .     گرددمي قدرداني يزد اشکذر، واحد اسلامي، آزاد
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Abstract: 
 

Introduction: Parkinson's disease is a progressive neurodegenerative complication in which dopaminergic neurons located 
in substrantia nigra are gradually lost. Currently, the combined therapy strategies received more attentions as potential 
therapeutic approaches for Parkinson's disease. This study aimed to evaluate the potential effects of exosomes released from 
SH-Sy5y cells and liposomal L-dopa drug on Parkinson's rat models. 
Methods: Twenty five male Wistar albino rats, in 5 groups, were included in this study. Parkinson's rat models were induced 
through microinjection of 6-OHDA (2.5 mg/mL) into the right substrantia nigra. The exosomes released from SH-Sy5y cell 
line were isolated and administrated alone or in combination with liposomal L-Dopa to the defined model groups. The effects 
of the treatments were evaluated by behavioral testing, histological studies and expression changes of bdnf and dat genes by 
real-time PCR. 
Results: The rats in groups received the combined liposomal L-Dopa and exosome treatment and liposomal L-Dopa alone 
showed a significant improvement in their movement abilities. Also, in the models treated with both exosomes and liposomal 
L-Dopa drug, a significant increase in the expression level of Bdnf and Dat genes was observed, while the increase in 
expression observed in separate treatments was not statistically significant (P>0.05). 
Conclusion: The results of the present study showed that the use of L-Dopa with exosomes of SH-Sy5y cells had positive 
synergistic effects on increasing the expression of Bdnf and Dat genes and induced differentiation of neuronal progenitor 
cells into dopaminergic neurons and thus increased their population and survival is in the area. 
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