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  دهيچك

 جوامع در رو به رشد به شدتو ناپذير ي درمان بيماريها ،)PD(ي تحليل سيستم عصبي از جمله بيماري پاركينسون بيماريها
ر قابل ار با عوارض حركتي و ادراكي غييمب مغز، در جسم سياهبه ويژه  نروني يسلولهابا از بين رفتن  PDدر . هستند بشري

برخي سموم نيز با ايجاد شرايط  .است نيآلفاسينوكلئن يئاه با  تجمعات پروتهمرنروني  آسيب و مرگ. مي شودبرگشتي روبرو 
 عصبي يسلولهانابودي  باعث عصبي سم به عنوان روتنون. شوند PDباعث ايجاد  مي توانندي عصبي سلولهازا بر روي  استرس
بر  شامل روغني، زرد و مجنون ايراني زيتونِسه رقم وه يم متانولي هاي عصاره تأثيرن مطالعه به ر ايد. گردد مي PDمنجر به  شده،
واكنش  روتنونبه تيمار با  به شدت سلولهااين . دپرداخته ش سينوكلئين آلفابيش بيان  با PD مهندسي شده مدلي سلولهاروي 
 داري معني به صورت ها عصاره. يافتكاهش  در تيمار با روتنون نيز هاي نوريت رشته طول ،سميتايجاد  علاوه بر. دادندنشان 
پاكسازي  .تيافكاهش  داري معنيبه طور  نيزدرون سلولي  ROSو ميزان  حفظ كرده روتنون سميت ناشي ازقابل م دررا  سلولها
اما  ،داشته باشندنروني  يسلولها نقش محافظتي براي مكانيسم از طريق اين مي توانند ها عصارهاين  كه ان دادشن فعال هايراديكال

 درآنها  نقش محافظتي تري در ي پيچيدهمكانيسمها رسد مي به نظرسلولي رون بدر محيط  ها عصارهبا توجه به رفتار متفاوت 
 موجب زنده ماني داري معني به صورت مي توانندي اصيل ايراني روغني و زرد رقمهااين مطالعه نشان داد . دخيل باشندنرونها 
بسيار ارزشمند  مي تواننداين نتايج  ، ي زيتونرقمهاباتوجه به بومي بودن  شوند؛حضور روتنون  حتي درنروني  ي حساسسلولها

  .دنباش

  سلولي، عصاره زيتون پاركينسون، روتنون، سميت: كليدي ه هايواژ

 morshedi@nigeb.ac.ir:  ، پست الكترونيكي+ 982144787423: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه

ي تحليل بيماريها شايعتريناز  )PD(بيماري پاركينسون 
 عمر طول افزايش با كه همراهم اعصاب مركزي است ستسي
 حالي كهدر ؛است رشد روبه جهان جمعيت سالخوردگي و

 سيستم تحليل . ن يافت نشده استآدرماني براي  تاكنون 
ي عصبي در سلولهاكه  است به اين معني مركزي اعصاب
ا در نواحي مختلف مغز شروع به تحليل و يخاص و  ناحيه

بيماري با نابودي  معمولاً PDدر . مي كننداز بين رفتن 

) رژيكدوپامين(  دوپاميني سازنده و انتقال دهنده سلولها
حركتي و  علائمدر ناحيه جسم سياه همراه است و موجب 

از عواملي كه نشان داده شده . مي شودحركتي گسترده  رغي
به تجمع  مي توان مي شودبيماري  بروزوجب است م

، در معرض قرار گيري با سينوكلئين آلفاآميلوئيدي پروتئين 
سموم آفت كش و حتي فلزات سنگين اشاره 

يكي از  به عنوانروتنون آفت كش . )27و 8،12،21(كرد
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تركيبات شناخته شده در مدل سازي پاركينسون مطرح 
ه بت با آن  منجر در معرض قرارگيري طولاني مد و است

ديده شده در انسان ازجمله ازبين  ضبروز بسياري از عوار
تشكيل  ،رفتن سلولهاي دپامينرژيك در ناحيه جسم سياه

، پلي سلولهاتجمعات آلفاسينوكلئيني به نام لوئي باديها در 
اوبيكوئينه شدن آنها و حتي افزايش پاسخهاي التهابي و 

  .)16و  9(فعال شدن ميكروگلياهاست 

در  در سالهاي اخير مطالعات زيادي برروي تركيبات
مي  است، تركيباتي كه شده مواد غذاييطبيعي در  دسترس
ي بيماريهاعليه  رتركيبات زيستي فعال ب به عنوان توانند

ل سيستم عصبي تحلي يبيماريهاحاد و درمان ناپدير مانند 
بسياري از مطالعات  ). 32و 25 ،7(فعاليت داشته باشند 

ايي ذان داده است كه دليل سلامت بالاي رژيم غنش
ايي ذمواد غاي به واسطه وجود تركيبات فعال در  مديترانه
ه هاي دوراستفاده از فرا ،اييذدر اين نوع رژيم غ. آن است

زيتون حاوي . )11( بالا استن غزيتون اعم از ميوه و رو
متنوعي است كه در برگ و ميوه آن قرار فنولي  تركيبات

نوع همچنين و البته بسته به زمان ميوه دهي و اقليم و دارد 
مي اين تركيبات از نظر غلظت و نوع تغييراتي  زيتونم قر

مطالعات متعددي نشان داده است كه . )22( كنند
 و ديزيتون بر روي تشكيل تجمعات آميلوئي ياستخراجها

ي تحليل سيستم بيماريهاكه منجر به آنها  همچنين سميت
وي پروتئين ررازجمله ب ؛ي دارندارر مهثا دشون ميعصبي 
در آنها  كه تجمعات آميلوئيدي سينوكلئين آلفا و  بتا-تائو، آ
 .)13و  3( شده است تأييدي آلزايمر و پاركينسون بيماريها
 نيز تني درون سيستم در كه نشان داده شده است اخيراً

عات ممانع اثر سمي تج مي توانندزيتون  ياستخراجها
 ياسترسها مي رسد كه به نظر ).24و  6( دي شوندآميلوئي

 بسيار پاركينسون و آلزايمر گسترش و بروز در اكسيداتيو
ن وردخاسترس اكسيداتيو به علت برهم  ).17( است مؤثر

هاي راديكالي فعال  باز جذب گونهتعادل بين ميزان توليد و 
در را مولكولهاد ساختار زيست مي تواندر سلول است كه 

آن  به دنباليير داده و حتي تخريب نمايد و غسلول ت

 به صورتي سلولي فعاليتهاموجب غير طبييعي شدن 
هاي اندوپلاسمي، هسته و  گسترده در ميتوكندري، شبكه

علاوه بر تأثير استخراجهاي  ).17( غشاء پلاسمايي شود
زيتون بر روي تجمعات سمي آميلوئيدي، اين استخراجها 

مطالعات نشان  .لايي نيز دارندخاصيت آنتي اكسيداني با
هاي  موجود در فراوردهفنولي  تركيبات پلي داده است

هاي راديكالي در  گونهروغن و برگ،  ،م از ميوهعزيتون ا
در اين مطالعه . )24( مي كنندمدل پاركينسوني را پاكسازي 

سه رقم روغني، زرد و   زيتونميوه  متانولي ياستخراجها اثر
در اين . مطالعه شد PDي برون تني مدلهابر روي مجنون 
قرار روتنون در معرض SH-SY5Y  يسلولها ،بررسيها

 ROSميزان  همچنين. شد ارزيابيسميت سلولي  و تندفگر
نتايج اثر حفاظتي . سنجيده شد سلولهادر  ريخت و

  .در مقابل عوامل آسيب رسان را نشان دادند استخراجها

  هامواد و روش
آلفا،  راديكالِ ،)آلمان( Merck شركت از نمكهاو  حلالها

 متيل دي ،)DPPH(رازيل هيد پيكريل- بتا- فنيل دي- آلفا
و  روتنون، )MTT( تترازوليوم فنيل دي 5،2- )ايل-2- تيازول

 خريداري) آمريكا( Sigma شركت از رتينوئيك اسيد
 Fetal( گاوي جنين سرم ، DMEMكشت محيط. شدند

Bovine Serum: FBS (بيوتيك آنتي و 
Penicillin/Streptomycin شركت از  GIBCO )آمريكا (

 .ندشد تهيه

رقم اصلي ايراني  دوميوه هاي  :ونتتهيه عصاره ميوه زي
 درشده كشت يك رقم  به همراهروغني  زيتون زرد و

 180ا مجنون بعد از ي T20طارم به نام رقم تحقيقاتي مزارع 
د از جداكردن هسته، ناحيه عب. )5( روز برداشت شدند

كوبيدن  از دوشتي ميوه در نيتروژن مايع منجمد شد و بعگ
از  گرم 3به ازا هر . آماده گرديدپودر  به صورتشديد 
به نمونه  درصد 80 لوميلي ليتر متان 12 آمده به دستپودر 

مخلوط  به شدت ساق با ورتكتدر دماي ا، هاضافه گرديد
 بعدروماند  .شد سانتريفيوژدر دقيقه  13000با دور  و شد
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درجه  - 20در دماي پودر  به صورتانجماد خشك از 
نمونه ها در  ،در هنگام مطالعه. سيوس نگهداري شدسل
حل شد و به نام 10به  90با نسبت   DMSO/آب

 استخراج( MExZ، )استخراج روغني( MExR هاي عصاره
ي مختلف غلظتهادر ) از مجنون استخراج( MExMو ) زرد

  .مورد مطالعه قرارگرفت

يكي از وقايعي : SH-SY5Yي سلولهان و تمايز بيش بيا
بيش بيان پروتئين  مي شود PDكه منجر به بيماري

بنابراين ايجاد مدل سلولي با استفاده از  ،آلفاسينوكلئين است
بيان بالاي پروتئين در مطالعات مربوط به مكانيسم 

. مي شودپاركينسون و نيز تحقيقات دارويي مفيد واقع 
تم كامل دوپامينرژيك اراي سيسد SH-SY5Yي سلولها

استفاده  PDسازي اي براي مدلگستردهبه طور  هستند كه
اين رده سلولي از انستيتو پاستور ايران خريداري . شوند مي
تهيه ( pLEX-JRed-TurboGFPويروسي حامل لنتي. شد

آلفاسينوكلئين كلون   cDNAكه در آن) شده از بن ياخته
و ) psPAX(بندي كننده ستهحاملهاي ب به همراهشده بود 
انتقال داده  HEK293Tي سلولهابه ) pMD2.G( پوششي
آوري و با استفاده محيط كشت حاوي ويروس جمع. شدند

ي سلولهاويروس تغليظ شده به . تغليظ شد PEG6000از 
HEK293T  ي سلولهاو سپسSH-SY5Y  انتقال داده

 .شدند

 SH-SY5Y يسلولها كشت براي: و تمايز سلولي كشت
 سرم گاوي درصد 10حاوي  DMEM-F12  كشت محيط از

 از پس. شد استفاده استرپتومايسين/سيلين پني درصد 1و 
 مخزن از سلولها فسفاتي بافر و كشت محيط ساخت
 .گرديدند زدايي يخبه سرعت  و شده خارج مايع نيتروژن

در ميلي  15000 غلظت اب سلولها ي،سلولبعد از شمارش 
پس دو روز . ندخانه كشت داده شد 96 ليتر در پليت هاي

گرديد و به محيط  درصد 2لظت سرم محيط غ ،كشتاز 
  .لار رتينوئيك اسيد اضافه گرديدمو ميكرو 10

 با محيط سلولهاروز كشت،  هفتبعد از : تيمار سلولي
در ميلي  مميكروگر 500و  250دو غلظت حاوي  كشت
و  همراه MExM و MExR، MExZ ياستخراجها ليتر از
 48از  دو بع ندتيمار شد روتنونرومولار كمي 1بدون 
 .)LDHو  MTTآزمون (از جهت زنده ماني  سلولهاساعت 
 سميت روي بر ها عصاره عملكرد نحوه از بيشتر درك براي

 درون اكسيژن فعال هاي گونه تغييرات روتنون، سلولي
 .شد مطالعه) Reactive Oxygen Species: ROS( سلولي

مورد بررسي نيز) نوريتها(عصبي  هاي دنباله يتغييرات طول
   .ندقرارگرفت

ايي با استفاده از يي ميتوكندرآنزيمهابررسي فعاليت 
 و رنگ زرد تترازوليوم نمك يك MTT  :MTTآزمون
 يآنزيمها با تترازوليوم حلقه شكستن. است آب در محلول

هيدروژناز،د MTT و غيرمحلول فورمازان به را محلول 
 ميتوكندريايي هيدروژنازهايد. مي كند تبديل بنفش رنگ

 اين و هستند تبديل اين علت زنده، يسلولها در فعال
 ويژگي همين از. افتد نمي اتفاق مرده يسلولها در تبديل
بعد از . مي شود استفاده زنده يسلولها ميزان ارزيابي براي

 MTT محلول ميكروليتر 20 زمان مورد نظر براي تيمار،
 در گرم ميلي 5 غلظت با )PBS(بافر فسفاتي  در شده حل
 4 به مدت سلولها و گرديد اضافه سلولها به ليتر ميلي

 از پس. گرديدند نگهداري انكوباتور در تاريكي در ساعت
 نِورمازاف يكريستالها و شده خارج كشت محيط ،زمان اين

 شده حل DMSO حلال ليتر   ميلي 100 توسط شده تشكيل
 از استفاده با نانومتر 570 موج طول رد ها نمونه جذب و

 Lab system( پليت ريدر نوريِ سنج طيف دستگاه

Multiscan-ms (گرديد بررسي.  

 آزاد ميزان گيري اندازهحفظ تماميت غشاء با  بررسي
اين  اساس: )LDH( هيدروژنازد لاكتات آنزيم شدن

هيدروژناز د لاكتات شدن آنزيم آزمون سنجش ميزان رها
اين آنزيم سيتوپلاسمي است و تنها در . است در محيط

 اگر .مي شودسيب سلولي در محيط ديده آمواقع 
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 مورد باشد، محيط در) پيروات( آنزيم اين سوبستراي
. شود مي كم محيط در آن ميزان و گرفته قرار استفاده
 يغشا آسيب بيانگر كنترل نمونه به نسبت سوبسترا كاهش
 48 از پس. باشد مي كشت طمحي به  آنزيم خروج و سلولها
 روي محيط از ميكروليتر 100 ميزانتيمار سلولي ،  ساعت
 محلول ليتر  ميلي نيم به وشده  برداشته چاهك هر از سلولها

كيت شركت پارس (، طبق دستور كيت شده آماده قبل از
 فاصلهبا  بار چهار ها نمونه جذب .افزوده گرديد) آزمون
طبق  و بررسي نانومتر 340 موج طول در دقيقه 1زماني 

 آزاد هيدروژنازد لاكتات ميزان كيت فرمول دستورالعمل و
  . شد گيري اندازه شده تيمار يسلولها از شده

به : )ROS( سلولي درون اكسيژن فعال هاي گونه سنجش
از  سلولهاي آزاد در راديكالهابررسي ميزان توليد  منظور

DCFH-DA )2′-7′-Dichlorodihydrofluorescein 

diacetate ( ير به درون نفوذپذاستفاده شد كه يك مولكول
اين ماده توسط استرازهاي . استفلورسانس سلول و غير

 )DCFH2 )2′-7′-dichlorodihydrofluoresceinسلولي به 
در  +Fe2و  Cپراكسيدازها، سيتوكروم . مي شودشكسته 

 DCFرا به  DCFH2 مي توانندپراكسيد حضور هيدروژن
)2′-7′-dichlorofluorescein( براي بررسي . اكسيد كنند

تيمار مورد نظر و  درون سلولي پس از اعمال ROSميزان 
حل شده ( DCFH-DAساعت،  5-4 به مدتانكوباسيون 
يا  PBSدر ( µM15 با غلظت ) درصد 100در اتانول 

زده شد و  سلولهابه ) FBS درصد 2محيط كشت حاوي 
 سلولها. نكوبه گشتدقيقه در تاريكي ا 45 به مدت

حل شدند سپس شدت  PBSتريپسينه شده و در 
 VARIANتوسط دستگاه فلوريمتري  ها نمونهفلورسانس 

 افزايشِ با سلولها در DCF افزايش. شدخوانده Caryمدل 
 نانومتر 495 در برانگيختگي با نانومتر 530 در فلورسانس

  .شد گيري اندازه

ظرفيت : ها اكسيداني عصاره آنتي ظرفيتتعيين 
 توسط با توانايي پاكسازي راديكال آزاد اكسيداني آنتي

ارزيابي قرار مورد  DPPH آزمون ها با استفاده از عصاره
 درصد 002/0با غلظت  DPPHمحلول متانولي . گرفت
ليتر از اين محلول  سپس يك ميلي. حجمي آماده شد/وزني

ها  از عصاره )ي مختلفغلظتهاحاوي (ليتر  با يك ميلي
در دماي اتاق،  قرارگيريدقيقه  30تركيب شد و پس از 

مورد ارزيابي قرار  نانومتر 517در نوري محلول جذب 
  .گرفت

 از يكي: )نوريتها( عصبي هاي دنباله طول گيري اندازه
 و اكسونها( عصبي هاي دنباله عصبي، يسلولها هاي شاخصه
 با عصبي يسلولها اصلي عملكرد كه باشد مي) دندريتها

 يسلولها تمايز، از بعد. مي شود اعمالآنها  طهواس
دوپامينرژيك SH-SY5Y خواهند گسترده هاي دنباله داراي 

 واكنش عصبي سموم به سريع بسيار ها دنباله اين. شد
 از استفاده با تيمار ساعت 48 از بعد نوريتها اندازه. دهند مي

Image J  15] [با ميكروسكوپي تصاوير. شد سنجيده 
 نظر در پيكسل 2592 در 4608 ابعاد و 20 ايينم بزرگ
 تبديل با افزار نرم در تصوير كاليبراسيون از بعد. شد گرفته
 هر براي تصوير سه در نوريتها طول ميكرومتر، به پيكسل
  .شد سنجيده نمونه

با حداقل سه تكرار انجام  شاتيآزما: ها داده يآمار زآنالي
 اريانحراف مع به همراه نيانگيم به صورت جهيشد و نت

 گرفته،قرار  ليمورد تحل SPSSافزار  ها با نرم داده. شدارائه 
 به ترتيبها  و درون گروهدو گروه  نيب جيدار بودن نتا معنا
 One-way ANONAو  Student-T test يروشهابا 
در نظر گرفته  > P 5/0 دار بودن يحداقل معن. شد دهيسنج

  .شده است

  نتايج و بحث
سه رقم نروني  ر به بررسي اثرات محافظتيدر مطالعه حاض

بر روي  )مجنونروغني، زرد و (مختلف زيتون ايراني 
ي دوپامينرژيك سلولهاسميت آلفاسينوكلئين و روتنون بر 

SH-SY5Y در اين تحقيق نشان داده شد كه . پرداخته شد



 1400، 2ه ، شمار34جلد    )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

 

250 

20.1001.1.23832738.1400.34.2.11.0DOR:  

 سميت كاهش باعث زرد و روغني هاي عصاره حضور
-SHي سلولهاابتدا  .دشون مي عصبي يسلولها بر نوروتن

SY5Y كه در آن دو  سينوكلئين آلفا نبا ويروس حاوي ژ

و  ندآلوده شد ،گرديد نيز بيان مي J-red و GFPژن ديگر 
 تأييدصحت انتقال با مطالعات ميكروسكوپ فلورسانس 

   ).1شكل (گرديد 

  
از سلولهاي ) ستون سمت راست( J-redفلورسانس  و) ستون وسط( GFPو فلورسانس ) ستون سمت چپ(تصاوير ميكروسكوپ نوري  -1شكل

SH-SY5Y 10سازي در بزرگنمايي ساعت پس از آلوده 48 )ب و 24 )الف: ويروس نوتركيبآلوده شده با لنتيX 

بر روي اين  روتنونتيمار با سم عصبي شناخته شده  سپس
 شده بيان بيش يسلولها تمايز از بعد. مطالعه شد سلولها

SH-SY5Y روتنون معرض در سلولها اسيد، نوئيكرتي با 
چنانچه   MTTنتايج سنجش . قرارگرفتند) ميكرومولار 1(

موجب  نشان داده شده استالف، ب و ج  2در شكل 
 روتنون در سميت. ي عصبي شدسلولهاماني  كاهش زنده

 از يكي. د به دلايل متفاوتي باشدمي توان نورني سلولهاي
 بين ميتوكندري در الكترون انتقال زنجيره در مداخله  آنها

 فقدان به منجر كه است كوئينون يوبي و يك كمپلكس
NADH كمبود نهايتاً و ATP و منجر به  مي شود انرژي و

شدن سيستم آپوپتوز دروني با فعال شدن مسير  فعال
 و كلسيم واجذب در طرفي از. )4( مي شودكاسپاز 
ه بعد حلردر م ).5(مي كند  ايجاد اختلال زايي سيناپس

. زيتون تيمار شدمتانولي  سلولها در حضور استخراجهاي
داده شده بود كه اين  در مطالعات پيشين اين گروه نشان

و  فنولهاصاره گيري موجب استخراج بالايي از پلي عروش 
اي ه نها بر روي تجمعات سمي و گونهآاثر دهي بالاي 

ايي ها به تنه حضور عصاره. )22و  5( شود مي راديكال آزاد
 MExRاز در ميلي ليترميكروگرم  500غلظت  غير ازه ب

). الف 2شكل (نداشت  سلولهاماني  خاصي روي زنده تأثير
در هر دو  MExRو همچنين  MExZ هاي عصارهحضور 
همزمان به طور  ميكروگرم در ميلي ليتر 500و  250غلظت 

به ويژه  روتنونسميت معني دار باعث كاهش   روتنونبا 
 ≥ MExR.)pاز ميكروگرم بر ميلي ليتر  500در غلظت 

  MExMدر اين مطالعه عصاره .)ب 2شكل ( گرديد )0.01
 يسلولهابرخلاف دو عصاره ديگر نقش محافظتي براي 

از خود نشان نداد و خود نيز در  روتنونعصبي در مقابل 
در . غلظت بالا تا حدي منجر به سميت سلولي گرديد

 غلظت و محتوي است كه عات پيشين نشان داده شدهلمطا
 )Oleuropein( پئينروواولئ مانندزيتون فنولي  تركيبات پلي
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بستگي به عوامل ژنتيكي و محيطي از جمله رقم زيتون، 
مطالعات  ).31( محل كشت و زمان برداشت ميوه دارد

موجود در ميوه فنولي  نشان داده است كه تركيبات پلي
زيتون در رابطه  ي منسوب بهفعاليتها درزيتون نقش مهمي 

با گاهي غلظتهاي بالا اما . )15 و 14، 10( دنبا سلامت دار
مانند توليد  فنولهاتركيبات ناشي از متابوليزم پلي  ايجاد

موجب سميت  مي توانندو هيدروكسي تيروزول  دوپامين
ن و مشتقات آ دوپامينمطالعات بر روي در  ).30( شوند

ي سلولهادر  دمي توانمشخص شده است كه غلظت بالا 
و  19( كند ز را القاءورژيك سميت و آپوپتدوپامينعصبي 

28.(  

   

   
  MExMو  MExZ ،MExRي استخراجهاروتنون در عدم حضور و حضور نروني  براي تعيين سميت MTTآزمون  -2شكل 

ساعت گرماگذاري  48 به مدت MExM و MExZ ، MExRياستخراجهاليتر از  ميكروگرم در ميلي 500و  250در حضور دو غلظت  سلولها: فال
مي را نشان  > p 05/0ستاره معنادار بودن نسبت به كنترل با . سينوكلئين بدون هيچ تيماري است بيش بياني آلفاSH-SY5Y سلول كنترل . گرديدند

  .دهد
 ، MExZياستخراجهاليتر از  ميكروگرم در ميلي 500و  250در حضور دو غلظت ) مولار يك ميكرو(ساعت با روتنون  48 به مدت لهاسلو: ب

MExR و MExM سلول كنترل سلول . شدند تيمار SH-SY5Yدو ستاره معنادار بودن نسبت به . سينوكلئين بدون هيچ تيماري است بيش بياني آلفا
  .مي دهدنشان  > p 01/0و  > p 05/0معنادار بودن نسبت به تيمار با روتنون را با  به ترتيب δيك و دو . مي دهدرا نشان  > p 01/0كنترل با 

سمت چپ كنترل، وسط . و تجزيه آنزيمي MTTبعد از نفود نمك  SH-SY5Yسينوكلئين  آلفا بياني بيش يسلولهاتشكيل بلورهاي فورمازان در : ج
  . MExRليتر از  ميكروگرم بر ميلي 500راست تيمار با روتنون و  تيمار با روتنون و سمت

 پشتيباني را MTTسنجش نتايج نيز LDH سنجش نتايج
 در كه است سيتوپلاسمي آنزيمي هيدروژنازد لاكتات. كرد

. مي شود وارد سلولي خارج محيط به سلولي آسيب هنگام
 آنزيم سازي آزاد به منجر سلولي آسيب روتنون حضور در
 اثر زيتون ياستخراجها توام حضور اما ه،شد محيط در

داشت  محيط در آنزيم رهاسازي سلولي و آسيب بر مهاري
نشان داده  ،انجام گرديد اخيراًاي كه  در مطالعه ).3 شكل(

كه از ميوه زيتون استخراج اولئوروپئيني شد كه مشتقات 
و  مي شود سينوكلئين آلفاشده بود مانع اثر سمي تجمعات 

در مقابل تجمعات را  دندريتيو حتي اليگونروني  يسلولها
اين نكته بسيار حائز . )22( مي كندسمي آن محافظت 

كه تجمعات پروتئيني كه در محيط ، چرا اهميت است
به  اي ي ويژهمكانيسمهابا  معمولاً ،دناطراف سلول قرار دار

ي كه در نهايت پلاسماي يدر نفوذ پذيري غشابا تغيير ويژه 
و شرايط طبيعي سلول هومئوستازي عث بر هم خوردن با

نروني  يسلولها، منجر به آسيب و در نهايت مرگ مي شود
نروني  سميت مكانيسمروتنون  مورداما در . شوند مي

به سلول و آغاز مسيرهايي است كه  روتنونبا ورود  معمولاً
بر  تأثيربا  يا و با افزايش استرس اكسيداتيو همراه است يا

عملكرد  نوريتهاي تشكيل دهنده پروتئينهاو توليد  بيان
  ).23( مي كندتضعيف  به شدترا  نرونها

ج

بالف
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  . MExMو  MExZ  ،MExRي استخراجهاروتنون در عدم حضور و حضور نروني  براي تعيين سميت LDHآزمون  -3شكل 

ساعت گرماگذاري  48 به مدت MExM و MExZ ، MExRياجهااستخرليتر از  ميكروگرم در ميلي 500و  250در حضور دو غلظت  سلولها: الف
  . سينوكلئين بدون هيچ تيماري است بيش بياني آلفاSH-SY5Y سلول كنترل سلول . گرديدند

 ، MExZياستخراجهاليتر از  ميكروگرم در ميلي 500و  250در حضور دو غلظت ) مولار يك ميكرو(ساعت با روتنون  48 به مدت سلولها: ب
MExR و MExM سلول كنترل سلول . شدند تيمار SH-SY5Yسينوكلئين بدون هيچ تيماري است بيش بياني آلفا .  

 ROSزيتون همراه با كاهش شديد  ياستخراجهاتيمار با 
و اعتقاد بر اين است كه استرس اكسيداتيو : درون سلولي

 در كليدي نقشي آزاد يراديكالها از حد طبيعي بيش دتولي
روتنون نيز در مسير  .)2و  1(دارد PD شرفتبروز و پي

مهار انتقال الكترون در زنجيره تنفسي از كمپلكس يك به 
 مي شودرونها و آسيب ميتوكندري تتجمع الك بدو موج

 كه تركيباتي )26(كه منبع تشكيل راديكالهاي آزاد هستند
ار استرس هميا بتوانند موجب كاهش تركيبات اكسيداتيو 

ر بهبود د اي ويژه ه اهميتزروام ،شوندآنها  ناشي از
در بيماران مبتلا به تحليل سيستم به ويژه  آسيبهاي مغزي

نتايج حاصل از آزمون  كه همان طور .اند كرده پيدا عصبي
DCF  نروني  يسلولهاتيمار ) الف - 4شكل ( مي دهدنشان

SH-SY5Y  منجر به افزايش ساعت  12بعد از  روتنونبا
ن سلولي گرديد ودر ROSدر ميزان  داري معنيشديد و 

)p≤ 0. 01(. سه زيتون  ياستخراجهاحضور  حالي كهدر
ميزان  به شدتدر هر دو غلظت روغني، زرد و مجنون 

ROS مي دهدكاهش  سلولي را درون )p ≤0.01( . اين
زيتون در كاهش  ياستخراجها تأثيرفرض وجود دارد كه 

كنندگي  ه ويژگي پاكسلولي به واسط درون ROSمقدار 
موجود فنولي   توسط ساختارهاي آروماتيكي پلي ديكالهارا

براي نشان دادن اثر پاكسازي . باشد استخراجهادر اين 
در . انجام گرديدنيز DPPHي آزاد سنجش راديكالهاكننده 
ي هر سه استخراجهاان داده شده است كه شب ن- 4شكل 

از محيط شده است  راديكالهارقم زيتون منجر به پاكسازي 
اما در .  باشد ميتر  محسوس MExMين فعاليت در و حتي ا

 ، MExZديده شد ) 3و 2شكل ( سلولي  يآزمونهاي بقا
MExR ور كه در ط همان. نقش حفاظتي بيشتري داشته اند
هاي فرآيندپيشين نيز اشاره شد آسيبهاي نورني  يبخشها

مي عوامل محافظتي  تأثيرو  پيچيده و چند وجهي هستند
بر حدف اثر  ههاي ديگر علاوانيسممك به واسطهد توان

بر دنباله هاي  تأثيرنيز ي آزاد باشد كه در ادامه راديكالها
  .عصبي بررسي شده است

محافظت دنباله هاي عصبي در مقابل روتنون به واسطه 
 هاي دنباله پيكربندي و تعداد در تغيير :استخراجهاي زيتون

در واكنش عصبي يا نوريتها، از مهم ترين اتفاقاتي است كه 
. به شرايط نامناسب در سلولهاي عصبي رخ مي دهد

نوريتها به شرايط محيطي حساس هستند و به اين واسطه 
هاي مطالعه سميت در سلولهاي  به عنوان يكي از شاخصه

 5 شكل در همان طور كه). 20(شوند  عصبي محسوب مي
مي شود روتنون به شدت موجب كوتاه شدن و  ديده

مي  SH-SY5Yها در سلولهاي نورونيكاهش تعداد نوريت
مطالعات ديگر نيز نشان داده است كه روتنون به . شود

شدت بر روي ساختارهاي نوريتها تأثير گذار است  و اين 
توبولين و تيروزين - تأثير به واسطه مهار توليد بتا

  ). 23و  20(باشد  هيدروكسيلاز مي
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  :ي زيتوناستخراجهابرون سلولي فعاليت آنتي اكسيداني درون سلولي و  -4شكل 

 از ليتر ميلي در ميكروگرم 500 و 250 غلظت دو حضور در) مولار ميكرو يك( روتنون با ساعت 12 به مدت سلولهادرون سلولي؛  ROS سنجش: الف
  .شدند تيمار MExM و MExZ ، MExRياستخراجها

 در ميكروگرم 500 و 250در دوغلظت  MExM و MExZ ، MExRياستخراجهااز محيط توسط  DPPHي راديكالهاسنجش پاكسازي : ب
  .دهند مي نشان را p > 001/0 و p > 01/0 با كنترل نسبت به بودن معنادار به ترتيب ستاره سه دو و. ليتر ميلي

  

   
 يك( روتنون با سلولهاساعت از تيمار  24پس از گذشت ه ك SH-SY5Yي سلولهاعصبي در  هاي دنباله شناسي بررسي تعداد و ريخت -5شكل 
 در سطح بودن معنادار ستاره سه. مورد مطالعه قرار گرفتند MExRاستخراج  از ليتر ميلي در ميكروگرم 500 و عدم حضور حضور در) مولار ميكرو

001/0 < p مي دهد نشان را .  
  .سلولهاعصبي به تعداد  هاي تعداد دنباله  شاخصه: الف
  .سلولهاعصبي به تعداد  هاي دنباله طولميانگين   شاخصه: ب
  .هاي عصبي پراكندگي ميانگين طول دنباله: ج
 500تيمار شده با روتنون در حضور  يسلولهاو ) وسط(تيمار شده با روتنون  يسلولها، )سمت راست(كنترل  يسلولها، سلولهاريخت شناسي : د

  MExRاستخراج  از ليتر ميلي در ميكروگرم

د
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در مطالعات ديگر كه با تيمار با روتنون مدلهاي سلولي و 
ايجاد شده است تأثير استخراجهاي   PDحيواني شبه 

،  Cynodon dactylon گياهان دارويي متفاوتي مانند
Agaricus blazei  وMucuna pruriens   بررسي شده

در اين مطالعات نشان داده شده است  ) 33و 29، 18(است
اين استخراجها نيز توانسته اند علائم بيماري  كه برخي از 

از جمله ايجاد راديكالهاي آزاد يا مرگ سلولهاي 
تمامي اين گزارشات و  .دپامينرژيك را تخفيف دهند

بررسيها جهت يافتن تركيبات و راه كارهاي مناسب به 
منظور درمان و تخفيف بيماريهاي تحليل سيستم عصبي 

ه ناشناخته بودن علل اصلي با توجه ب. بسيار مهم هستند
بروز و از آن مهم تر گسترش اين نوع بيماريها در مغز نياز 
است بررسيها در مدلهاي مختلف سلولي و حيواني و با 

  .استفاده از نشانگرهاي زيستي بررسي شوند

در اين مطالعه با توجه به تفاوت معناداري كه بين سطح 
را به كار مي  سلامت جوامعي كه رژيم غذايي مديترانه اي

برند و در آن زيتون از مواد غذايي اصلي است و همچنين 
گزارشات متعددي كه بر روي تأثير مثبت استخراجهاي 
زيتون بر تجمعات منجر به بيماري وجود داشت تأثير آن بر 
روي سلولهاي بيش بيان شده آلفاسينوكلئين در حضور 

در . ي شدروتنون به عنوان عامل تشديد كننده بيماري بررس
مطالعات آينده سعي خواهد شد تا بيشتر بر روي 
مكانيسمهاي مولكولي در رابطه با اين اثرات پرداخته شود 
وتركيباتي كه نقش بيشتري در اين فعاليت داشته اند 

بتواند كمكي  مطالعه اميد است نتايج اين. شناسايي شوند
  .براي يافتن داروهاي ضد پاركينسوني باز نمايد

  قدرداني

هاي همكاري ومطالعات اين مطالعه با حمايت مركز 
ايت پژوهشگاه ملي مو ح 982 المللي با شماره طرحبين

   .انجام شده است 607 مهندسي ژنتيك و طرح شماره
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Abstract 

Central nervous system disorders, including Parkinson's Disease (PD), are growing 
pathogenic incurable diseases. In PD, with the loss of neurons especially in the areas 
which produce and secrete dopamine, the patient is facing with irreversible motorized 
and perceived complications. Neuronal damage and death are usually accompanied by 
increasing the expression of alpha-synuclein (αSN) protein. Rotenone, a known 
neurotoxin, is also contributed to PD by inducing oxidative stress. In this study, we 
investigated the effect of the extracts of three Iranian olive cultivars on the PD cell 
model which overexpresses αSN. These cells react strongly to rotenone through which, 
above and beyond neurotoxicity, the length of the neurites is also reduced in the 
treatment with rotenone. Some extracts played a protective role in rotenone-treated cells 
and decreased intracellular reactive oxygen species (ROS) significantly. The radical 
scavenging activity of the extracts suggested that these reagents can play a protective 
role on neuronal cells through this mechanism; however, due to the different behavior 
of the extracts in the extracellular environment, it seems that more complex mechanisms 
are involved in their neuronal protective effect. This study showed that original Iranian 
olives belong to Roghani and Zard cultivars could protect the neurons against damage 
adopted from toxins and αSN and finally could be used in the diet to prevent PD. 
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