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ABSTRACT 
Background and Aim: Cell therapy is a feasible method for eht treatment of spinal cord 

injury as well as other neurological disorders. Because of the cell death reported to be in the 

cell transplants, the use of +scaffolds can be useful to improve cell protection, resulting in an 

increase in their survival and growth, and differentiation. Since alginate hydrogel biopolymer 

was reported to be effective in entteert spinal cord lesions, in this study, we intended to 

evaluate the protectivity of alginate hydrogel against free radicals in the cultured neural stem 

cells (NSCs) induced into neuronal phenotype using valproic acid as inducer, and 

improvement of their survival will be assessed. 
Materials and Methods: Bone marrow stromal stem cell-derived neural stem cells 

encapsulated in alginate hydrogel, were used in this study. The encapsulated cells were 

induced by valproic acid and the cells etnt evaluated by immunocytochemical methods and 

reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The induction of apoptosis was 

achieved by hydrogen peroxide (H2O2), and the cell viability was evaluated by 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). The Protective Effect of 

alginate hydrogel in front of H2O2 was evaluated by Ferric Reducing Antioxidant Power 

(FRAP) and MTT. The control groups were two-dimensional (2-D) cultured of the induced 

NSCs into neuronal phenotype by valproic acid as well as induction of apoptosis by H2O2 
Results: The results showed that the viability of neuronal phenotype treated by H2O2 in 

alginate hydrogel was higher than that of cells cultured under the same condition in 2-D 

culture, also, the expression of Bcl2 and survivin was higher, while the expression of Bax 

was lower. Similar results were noticed with the FRAP technique 
Conclusion: The results showed that alginate hydrogel has a protective effect on the induced 

NSCs into neuron-like cells, following induction of apoptosis by H2O2. The results of gene 

expression and FRAPwere consistent with the above results 
Keywords: Alginate hydrogel, neuroprotection, 3D culture, induction, neural stem cell, 

Valproic acid 
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های تمایز یافته از  ارزیابی اثر پیشگیری کننده هیدروژل آلژینات در طی تمایز نورون 

 بنیادی مزانشیمی مغز استخوان بر کاهش میزان استرس اکسیداتیو  سلول های 
  2حیتقی طری  ،1ری اصللیلا سالا

 ایران  ،تهران ،دانشگاه تربیت مدرس ،دانشکده علوم پزشکی ح،گروه علوم تشری ،وی کارشناسی ارشدجدانش.1

 Takialtr@modares.ac.ir، (نویسنده مسئول )،ایران ،تهران ،دانشگاه تربیت مدرس ،دانشکده علوم پزشکی ح،گروه علوم تشری ،استاد.2

  121-44474733: ثابت تلفن

 چکیده

رود. اما به دلیل  جهت درمان ضایعات نخاعی به شمار می  سلول درمانی یکی از روش های درمانی امیدوار کننده زمینه و هدف:

وقوع مرگ سلولی پس از انتقال سلول ها به محل آسیب و هم چنین مهاجرت این سلول ها به نواحی دیگر غیر از محل ضایعه 

ی بافت با سال است که مهندس 41بعلت نبود یک بستر مناسب برای سلول ها استفاده از این روش محدود شده است. حدودا 

استفاده از داربست ها و ناقل های سلولی جهت انتقال سلول های موردنظر به بدن میزبان به کمک سلول درمانی آمده است. از 

رایج ترین ناقل های سلولی مورد استفاده در مهندسی بافت، هیدروژل ها هستند. در این مطالعه از هیدروژل آلژینات استفاده شده و 

 ر سلول های انکپسوله در مقابل رادیکال های آزاد مورد بررسی قرار گرفت.اثر حفاظتی آن ب

سلول های بنیادی عصبی مشتق شده از سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان در هیدروژل آلژینات کپسول  مواد و روش ها :

ل ها با روش های ایمونوسیتوشیمی و دار شدند و تحت القای والپروئیک اسید به مدت یک هفته به نورون تمایز یافتند؛ سلو

واکنش زنجیره ای پلی مراز معکوس ارزیابی شدند. القای آپوپتوز توسط پراکسیدهیدروژن انجام شد و میزان بقای سلول ها با 

بررسی  H2O2بررسی شد. سپس اثر حفاظتی هیدروژل در محیط آلژینات بر سلول های کپسول دار شده  در مقابل  MTTروش 

 مقایسه شد.  Frapو MTTسلول های کشت شده در محیط کشت دوبعدی با استفاده از روش های  شد و با

نتایج نشان داد که میزان حیات سلول های قرار گرفته در هیدروژل، تفاوت معناداری با میزان حیات سلولی در محیط  یافته ها:

را در گروه سلول های کپسول  Bcl2و  Survivinژن های mRNA بیان  RT-PCRکشت دوبعدی داشت. هم چنین نتایج 

را در گروه سلول های کشت شده در محیط کشت دوبعدی نشان داد  Baxژن  mRNAدار شده در هیدروژل آلژینات و بیان 

که نشان دهنده افزایش آپوپتوز در گروه کشت شده دوبعدی و تفاوت آن با سلول های کپسول دار شده بود .همچنین نتایج تست 

Frap  گروه سلول های اکپسول دار شده در هیدروژل با گروه سلول های دو بعدی تفاوت معناداری داشت که نشان دهنده

بین دو گروه دو بعدی و سه بعدی تفاوت معناداری   ROS  خاصیت آنتی اکسیدانی هیدروژل آلژینات بود و در بررسی میزان

 داشت.

سلولی مناسب جهت کشت سلول های بنیادی عصبی است که اثرات مفیدی در  هیدروژل آلژینات از ناقل های نتیجه گیری:

 دارد. H2O2حفاظت سلول ها در مقابل 

 هیدروژل آلژینات، حفاظت عصبی، کشت سه بعدی، القا،  سلول های بنیادی عصبی، والپروئیک اسید  کلمات کلیدی:

 14/4/1711پذیرش: 21/1/1711اصلاحیه نهایی: 11/2/83وصول مقاله:
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 مقدمه

عده زیادی از مردم جهان به آسیب های نخاعی مبتتلا هستتند   

که مشقات فراوانتی را بترای ایتن قبیتل از بیمتاران بته همتراه        

بر این اساس باید بتتوان درمتانی بترای ایتن ضتایعات و      دارد. 

سایر اختلالات عصتبی یافتت، ستلول درمتانی یکتی از روش      

های درمانی مناسب جهت بازگرداندن سلول هایی استت کته   

. (1)در طی آسیب هتای عصتبی مرکتزی از دستت رفتته انتد      

ختا  مناستبی بترای ایتن روش     سلول های بنیتادی عصتبی انت  

آیند، یکی از منابع مهم تهیه سلول هتای   درمانی به حسا  می

بنیادی عصبی، سلول هتای بنیتادی مزانشتیمی مغتز استتخوان      

باشند. در این مطالعه از سلول های بنیتادی مزانشتیمی مغتز     می

هتای بنیتادی    استخوان به عنوان منبع سلولی استفاده شد. سلول

تخوان بعنوان بهترین ستلول هتای بنیتادی در    مزانشیمی مغز اس

جهت سلول درمانی شناخته شده اند. به دلیل آنکه این ستلول  

شتوند، ختالک کردنشتان     ها به راحتی تهیه و کشت داده متی 

چستتبند و از  آستتان استتت زیتترا بتته کتتم ظتتر  کشتتت متتی  

 in، در شترایط  (2)شتوند  های رده خونی تفکیتک متی   سلول

vivo  ماننتد، ژن هتای اکتودرمتال،     به مدت طولانی زنده متی

کننتد، واکتنش ایمنتی در     مزودرمال و اندودرمال را بیتان متی  

گونته موانتع    کنتد و و کتاربرد آن هتا هتی      میزبان ایجاد نمی

، قدرت ختودتکییری وتمتایز بتالایی    (4)اخلاقی قانونی ندارد

 inدارند، به طتوری کته قادرنتد در شترایط     in vitro را در 

vitro, in vivo       بتا  (7)بته ستلول هتای عصتبی تمتایز یابنتد .

تتوان مستیر تمتایز ستلول هتای       استفاده از مواد القا کننده متی 

(BMSC)بنیادی مزانشیمی مغتز استتخوان   
را بته ستمت رده    

خاصی از سلول های عصبی هدایت نمود و درصتد بتالایی از   

 سلول های عصبی را به دست آورد.  

ا وجود مزایای فراوان استفاده از روش ستلول درمتانی در   اما ب

درمان آسیب های نخاعی، کاربرد این روش بته علتت آنکته    

تنها عده کمی از ستلول هتای انتقتال یافتته پتس از انتقتال بته        

ماننتد، بستیار محتدود شتده      سیستم عصبی مرکتزی زنتده متی   

. بنابراین استفاده از روش هایی که میتزان حیتات   (3, 1)است

بته بتدن   های بنیتادی عصتبی را پتس از انتقتال      و تقسیم سلول

رستد. یکتی از روش    بیمار افزایش دهد، ضروری به نظتر متی  

های مناسب جهت دستتیابی بته ایتن هتد ، استتفاده از ناقتل       

 .  (4)های سلولی است 

و بترای   یکی از مناسب ترین این ناقل ها، هیدروژل ها هستند

تتوان استتفاده    ساختن آن ها از مواد و ترکیبتات مختلفتی متی   

کرد به طور میال آلژینات ازقبیل متواد مفیتد و متورد استتفاده     

باشد. آلژینات یک پلتی ستاکارید    در ساخت هیدروژل ها می

یک جلبتک قهتوه ای بته دستت     خطی غیرمنشعب است و از 

گلورونیتک   -آید و از واحد هتای تکترار شتونده الفتا ال     می

. و بته  (3)دی منورونیک اسید ستاخته شتده استت    -اسید و بتا

منظور تشکیل هیتدروژل از کتاتیون هتای چنتدظرفیتی ماننتد      

ستاکارید ختود دارای    شود، زیترا ایتن پلتی    کلسیم استفاده می

واحد های گلورونیک اسید با بار منفی استت کته بتا کمتک     

وایتن زنجیتره هتای     (8)کنتد  کاتیون ها  پیوند یونی برقرار می

ساکاریدی این امکان را دارند کته بتا هتم تشتکیل شتبکه       لیپ

هایی را بدهند و به صورت هیدروژل جهت انکپستوله کتردن   

ستتتتتتتتتتلول هتتتتتتتتتتا بتتتتتتتتتته دستتتتتتتتتتت آینتتتتتتتتتتد                                                                                                   

Marina Matyash  اصتتیت خ 2112و همکتتاران در ستتال

حفاظتی آلژینات برای ستلول هتای تیمتار شتده بتا  رادیکتال       

 های آزاد را مورد بررسی قرار دادند.

اکسیدانی بترای ستلول    این پلی ساکارید دارای خاصیت آنتی

ها می باشند و نیز می توانند از ستلول هتا در مقابتل رادیکتال     

کستیدان هتا ترکیبتاتی    ، آنتتی ا (11)های آزاد حفاظت کننتد 

توانند آستیب هتای اکستیداتیو ناشتی از وجتود       هستند که می

رادیکال های آزاد را کتاهش دهنتد و بته دو دستته طبیعتی و      

. آلژینات به عنتوان یتک آنتتی    (11)سنتتیک تقسیم می شوند

اکسیدان طبیعی به علت زیست ستازگاری و غیرستمی بتودن    

. رادیکتال هتای آزاد   (12)بسیار مورد توجه قرار گرفته استت 

مولکول های پرانرژی هستند کته در طتی متابولیستم نرمتال و     

شتوند. ایتتن مولکتول هتا ترکیبتتات     تتنفس ستلولی تولیتتد متی   

باشند که در اوربیت خارجی ختود دارای یتک و    شیمیایی می

یا بیش از یک الکترون جفت نشده هستند. ایتن الکتترون هتا    

دهنتد و   فعالیت شیمیایی یک اتم و یتا مولکتول را تغییتر متی    
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توانایی دریافت الکترون از دیگر مولکول ها و آسیب شتدید  

زمتانی کته بتین تولیتد درون     ؛ (14)دارند به این مولکول ها را

و سیستم دفاعی آنتتی اکستیدانی ستلول تعتادل      ROSسلولی 

شود. استترس اکستیداتیو   نباشد ، استرس اکسیداتیو ایجاد می

در آسیب های مکانیکی که به سیستتم عصتبی مرکتزی وارد    

شتود یتک فتاکتور مهتم در پتاتوژنز و آستیب بته سیستتم          می

از آنجایی که پس از آسیب هتای عصتبی،    (17) عصبی است

در محل ضایعه تولید رادیکال های آزاد را داریتم، ایتن متواد    

توانند اثر سوئی بر رشد سلول های عصبی داشتته باشتند و    می

ستلول درمتانی    نیز حتی بر سلول های جایگزین شده بتا روش 

هم اثر تخریب کننده دارند و باید ستلول هتای استتفاده شتده     

در روش سلول درمانی توسط یک ناقتل ستلولی بتا خاصتیت     

آنتتی اکستیدانی حفاظتت شتوند؛ لتذا ایتن تحقیتق بتا هتد           

بررسی اثر حفاظتی هیدروژل آلژینات بر ستلول هتا در مقابتل    

 رادیکال های آزاد انجام شد.  

 

 روش ها

هتتای بنیتتادی مزانشتتیمی مغتتز     و کشتتت ستتلول  جداستتازی

 :استخوان

سلول های مغز استخوان از متوش هتای صتحرایی بتالژ  نتژاد      

Sprague-Dawley 12       هفته تهیته شتدند ایتن مطالعته طتی

بته تاییتد    18,12,2113و بته تتاری     32/1334نامه به شتماره  

هتای فموروتیبیتای    کمیته اخلاق رسیده است. ابتدا استتخوان 

گردید. استتخوان هتای جتدا شتده در داختل پتتری        آنها جدا

و پنتی   PBS (Phosphate buffered salin)دیش حاوی 

سیلین گذاشته شد و به زیر هود منتقل گردیتد. در زیتر هتود،    

 Gage 22ها جدا شد و توسط سرنگ با  فیزهای استخوان اپی

 DMEM (Dulbecco  Modifiedحاوی محیط کشتت  

Eagle Medium)  درصتتد  11وFBS (Fetal Bovin 

Serum)    هتا در فلاستک    محتویات مغتز استتخوان در دیتافیز

مخصوص کشت سلولی تخلیه شد. سپس، فلاسک ها داختل  

 83د، رطوبتتت لیستتیوس درجتته س 44انکوبتتاتور در دمتتای  

ستاعت   27درصتد نگهتداری شتد. پتس از      CO2 3درصد و 

محیط تعویض شد و بدین طریق سلول های خونستاز و ررات  

بافتی موجود در محیط کشت از سلول هتای استترومایی مغتز    

 استخوان جدا گردید.  

این سلول ها توانایی چسبیدن بته کتم فلاستک را داشتتند و     

ها کم فلاستک   در نتیجه باقی ماندند. پس از آنکه این سلول

 EDTA  (Ethyleneرا پر کردند، با استتفاده از تریپستین/   

Diamine Tetra Acetic Acid) کتم فلاستک جتدا    از

پاستاژ مکترر، ستلول هتای      7شده و تقسیم گردیدند. پتس از  

   .(13)استرومایی یکدست در کم فلاسک باقی ماند

تایید ماهیت سلول هتای بنیتادی مزانشتیمی مغتز استتخوان بتا       

 :روش فلوسیتومتری

حقیقتتتت یتتتک  در روش فلوستتتایتومتری، نمونتتته کتتته در   

 درصتتد 2سوسپانستتیون ستتلولی در بتتافر فستتفات بتته همتتراه 

FBS   است به درون مایعی دیگرکه معمولا بافر یتا آ  استت

با نام مایع غلافی تزریق شد. در حین آماده سازی نمونه بترای  

انواع آزمایشات فلوسایتومتری، سلول ها توستط رنتگ هتای    

جریتان  فلورسانس نشاندار شتدند و ستپس درون دستتگاه در    

و به محل برخورد نور حاصل از منبتع نتوری    مایع قرار گرفتند

رسیدند. زمانیکه سلول از مقابل پرتوی لیزر عبتور کترد یتک    

پالس با ارتفاع، پهنا و سطح زیر نمودار مشخصی ایجتاد شتد.   

 بعنتوان مارکرهتای منفتی و    CD31,CD45 متارکر هتای   

CD44,CD73,CD90  بعنتتوان مارکرهتتتای میبتتتت بتتترای

هتتتای مزانشتتتیمی مغتتتز استتتتخوان توستتتط روش      ستتتلول

 .  (14, 11)فلوسایتومتری مورد ارزیابی قرار گرفته شدند 

 :های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان به نوروسفر تمایز سلول

درصتد بتالای   در این مرحله سلول ها بعد از پاساژ چهتارم  بتا   

درصد سلول های زنده )تاییتد شتده بتا تستت تریپتان بلتو        83

Trypan blue exclusion Test    انتختا  شتدند. ستلول )

های بنیتادی مزانشتیمی مشتتق از مغتز استتخوان  تحتت تتاثیر        

محیط القایی عصتبی بته نوروستفر تبتدیل شتدند. بترای ایتن        

از  منظور ستلول هتا در پاستاژ چهتارم تریپستینه شتدند و بعتد       

تعیین درصد سلول های زنده  توسط رنگ حیاتی تریپتان بلتو   

هتای شتش خانته نچستب منتقتل شتدند )        درصد به پلیت 7/1

هتتتتزار ستتتتلول در هتتتتر خانتتتته( و توستتتتط محتتتتیط    311

DMEM/F12  با ترکیبی ازEGF, 2% B27  وbFGF  به
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 5تقی طریحی   
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نانوگرم در میلی لیتر کشتت داده شتدند. بترای ایتن      21میزان 

منظور پلاک سلولی به دست آمتده بعتد از ستانتریفوژ ستلول     

میکرولیتر از محیط نوروسفر کتاملا   211های تریپسینه شده با 

میکرولیتتر سوسپانستیون ریختته      71پیپتاژ شد و در هتر خانته   

میکرولیتتتتتر از محتتتتیط   1311شتتتتد و در مرحلتتتته بعتتتتد   

DMEM/F12   311روز  4التی   2به هر خانه اضافه شد. هتر 

میکرولیتر محیط نوروسفر جدید به نمونه ها اضتافه شتد. بعتد    

روز و تجمع سلول ها کنار هم به منظتور بررستی و    4الی  1از 

تایید نوروسفر هتا از لحتاا ایمونوسیتوشتیمی بته لامتل هتای       

 .(21-13)ژلاتینه انتقال داده شد

 :تایید ماهیت نوروسفربا ایمونوسیتوشیمی

برای بررسی مارکرهای اختصاصی نوروستفر مشتتق از ستلول    

روز بعتتد از  4التتی  1هتتای بنیتتادی مزانشتتیمی مغتتز استتتخوان 

تشکیل اسفرها، آنها به پلیت هایی کته توستط لامتل ژلاتینتی     

منتقتل   FBSپوشیده شده بودند با مقدار کمی محیط حتاوی  

ساعت در انکوباتور قرار گرفتنتد و ستپس    1شدند و به مدت 

به آنها اضافه شد و در انکوبتاتور    FBSحیط کشت  حاوی م

ستاعت قترار داده شتد. ستپس استفرهای چستبیده        1به مدت 

دقیقته   2و هر بار به متدت   PBSروی سطح لامل سه مرتبه با 

شستشتتتو داده شتتتدند. در مرحلتتته بعتتتد ستتتلول هتتتا توستتتط 

 7دقیقتته در دمتتای  41درصتتد بتترای متتدت   7پارافرمالدهیتتد 

د. بتته منظتتور رنتتگ آمیتتزی عناصتتر     درجتته فتتیکس شتتدن  

درصتد بترای    4/1سیتوپلاسمی غشاء سلول ها توسط تریتتون  

دقیقه نفورپذیر شدند. سپس با اضافه کردن سرم بتز   41مدت 

دقیقتته از واکتتنش هتتای غیتتر     21درصتتد بتترای متتدت    11

ستاعت در   12اختصاصی جلوگیری شد. ستپس بترای متدت    

ه بته شترز زیتر    درجه در معرض آنتی بادی های اولیت  7دمای 

 قرار داده شد.  
Mouse Anti- Neurofilament 68  monoclonal 
antibody (1/100 - 1/500; abcam) 

Rabbit Anti-Oct4, polyclonal antibody(1/500; 
abcam) 
Rabbit Anti-SOX2, polyclonal antibody(1:500; 
abcam) 
Mouse Anti-Nestin, monoclonal 
antibody(1/500; abcam) 

برای جلتوگیری از خشتک شتدن آنتتی بتادی، نمونته هتا در        

ستاعت   12محفظه مرطو  قرار داده شدند. در ادامته بعتد از   

 2شستوشتو داده شتتد و بتته متتدت   PBSبتتادی اولیتته بتتا  آنتتی 

ساعت در دمای اتاق و محیط تاریک در معرض آنتتی بتادی   

و آنتتی بتادی    FITCکونژوگته بتا     Anti- Mouseثانویته  

قرار  211/1با غلظت  PEکونژوگه با  Anti- Rabbitثانویه 

 PIیتا   DAPIگرفتند. برای مشخک شدن هسته ستلول هتا از   

دقیقته   1میکرولیتتر بته متدت     1111میلی گرم در  1با غلظت 

استفاده شد. جهت بررستی ستلول هتای میبتت، نمونته هتا بتا        

و  71توسط میکروسکوپ فلورسانس اینورت بتا بزرگنمتایی   

 .(13)ی قرار گرفتندمورد بررس 111

 :ها به سلول های بنیادی عصبی تمایز نوروسفر

روز ، استتفرهای  11-4بعتتد از  تشتتکیل نوروستتفر بتته متتدت   

خانهمخصتوص   1معلق ایجاد شتده، پیپتتاژ و بته پلیتت هتای      

کشت ستلول منتقتل شتدند. در ایتن حالتت از محتیط کشتت        

استتفاده شتد. ستلول هتای      FBSدرصتد   3نوروسفر به همراه 

 کشت داده شدند. 4بنیادی عصبی تا پاساژ 

 :ی عصبی با ایمونوسیتوشیمیتایید ماهیت سلول های بنیاد

پاساژ از کم  4سلول های بنیادی عصبی تولید شده بعد از 

فلاسک جدا شدند و از نظر مارکرهای اختصاصی عصبی 

مورد بررسی قرار گرفتند، به این منظور سلول ها بعد از 

تریپسینه شدن و جدا شدن از کم فلاسک به پلیت های 

تقل شدند و بعد از پر پوشیده شده با لامل های ژلاتینه من

شدن کم پلیت این سلول ها برای انجام  ایمونوسیتوشیمی 

انتخا  شدند. ابتدا محیط سلول ها دور ریخته شد و با 

دقیقه شستشو  3سه مرتبه  به مدت  (PBS)فسفات بافر سالین 

دقیقه  41درصد به مدت  7شدند. سپس توسط پارافرآلدهید 

غشاء سلول ها توسط  درجه فیکس شدند. سپس 7در دمای 

دقیقه در یک ظر   41درصد برای مدت  4/1تریتون 

مرطو  نفورپذیر و در مرحله بعدی برای جلوگیری از 

واکنش های غیر اختصاصی سطح رویی سلول ها با سرم بز 

دقیقه پوشش داده شد، درنهایت، به  21درصد به مدت  11

 (Triton x-100)منظور ایجاد نفورپذیری غشاء از تریتون 

درجه  7ساعت در دمای  12استفاده شد. سپس به مدت 
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 ارزیابی اثر پیشگیری کننده...    6

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

های اولیه به شرز زیر قرار  در معرض آنتی بادی سلسیوس

 .(21) گرفت
Mouse Anti-Neurofilament 68  monoclonal 
antibody (1/100 - 1/500;abcam) 
Rabbit Anti-Oct4, polyclonal antibody(1/500; 
abcam) 
Rabbit Anti-SOX2, polyclonal antibody(1:500; 
abcam) 

Mouse Anti-Nestin, monoclonal 
antibody(1/500; abcam) 

 

 :نحوه کپسولدار کردن سلول ها در هیدروژل آلژینات

ستلول بتا    ml/106ستپس  ابتدا شمارش ستلولی انجتام شتد و    

محلول آلژینات تهیه شده ترکیب شتد و سوسپانستیون ستلول    

و آلژینتتات حاصتتل شتتد. درنهایتتت بتترای قطتتره گتتذاری و    

استتتفاده شتتد؛ و  Gage 21ستتاخت هیتتدروژل از ستترنگ بتتا 

این  از سطح محلتول در پلیتت    1سپس قطره گذاری با فاصله 

سانتی متری محتوی حمام کلسیم استریل شده حتاوی   4های 

انجام شتد   140mMو سدیم کلراید  50mMکلراید کلسیم

ها توسط سترنگ در داختل    های هیدروژل محتوی سلول قطره

دقیقته قطتره هتا بته      3حمام کلسیم رها شتدند و بعتد از گتذر    

از محلول  خارج شتدند و بتا بتافر تتریس  دو      Beadصورت 

وشتو داده و بته محتیط     دقیقه شست 3مرتبه  و هر بار به مدت 

رصتتد ستترم منتقتتل  و در شتترایط استتتریل بتته  د 11کشتتت بتتا 

% رطوبتتت 83و  CO2% 3بتا   سلستیوس  درجته   44انکوبتاتور  

 .(22)منتقل شدند

 :جهت تعیین میزان تکییر و بقای سلولی MTTآزمایش 

به جهت بررسی میزان تکییر و بقای سلول هتای انکپستوله در   

شاهد از ایتن آزمتایش    هیدروژل آلژینات و سلول های گروه

متورد مطالعته جهتت ارزیتابی       ستلول  3111استفاده شد. ابتدا 

میزان بقاء و انجتام مقایسته بتین گتروه هتای دو بعتدی و سته        

و  4، 1ول قرار داده و به متدت   81بعدی  در کم پلیت های 

روز کشت داده شدند. در زمتان هتای مقترر محتیط کشتت       4

بتا   MTT-10Xوک رویی برداشته شد و سپس محلتول استت  

 131برابر رقیق و بته میتزان    11محیط کشت بدون فنول رد تا 

ستتاعت در  7میکرولیتتتر بتتر روی هتتر ول ریختتته و بتته متتدت 

ستاعت   7انکوبه شد و پس از گذر  سلسیوسدرجه  44دمای 

از روی چاهتک هتا برداشتته شتد و      MTTانکوبیشن محلول 

 DMSO (Dimethyiمیکرولیتتر   111بر روی هر چاهک  

sulfoxide)     ریخته شد، بعد از تبتدیل کریستتال هتای بتنفش

دقیقه میتزان   11در کمتر از  DMSOرنگ به فرم محلول در 

 341جذ  نور توستط دستتگاه الایزاریتدر و در طتول متوج      

میزان رشد ستلول هتا بتر استاس میتانگین      نانومتر بررسی شد. 

 .(24)ر محاسبه و نمودار آن رسم گردیدجذ  نو

بررسی کیفی میتزان تکییتر و بقتای ستلولی بتا رنتگ آمیتزی        

 :آکریدین اورنج و پروپیدیوم یداید

به منظتور بررستی کیفتی بقتای ستلول هتای کشتت شتده در         

هیدروژل آلژینات و مقایسه با گروه کنترل پتس از مجتاورت   

با رادیکتال هتای آزاد و در شترایط بتدون حرتور رادیکتال       

هتای آزاد از رنتتگ آمیتتزی بتا استتتفاده از آکریتتدین اورج و   

 Acridin Orang/Propidium)پروپیتتتدیوم یدایتتتد  

Iodide) ابتدا محیط رویی سلول هتا تخلیته و بتا    . استفاده شد

PBS میکرولیتتر محلتول    21وشتو داده شتد. و ستپس     شست

/ پروپیتدیوم آیدایتد   (mg/ml 0.1)رنگ آکریتدین اورنتج   

(0.001 mg/ml)  بتتر روی ستتلول هتتا ریختتته شتتد و ستتریعا

توسط میکروسکوپ فلورستنت مشتاهده گردید.ستلول هتای     

زنده به علت حرور رنگ آکریدین اورنتج بته رنتگ ستبز و     

سلول های مرده بعلت پروپیدیوم یداید بته رنتگ قرمتز دیتده     

 .(27)شدند 

 :(swelling Ratio) ورم هیدروژل بررسی میزان ت

به منظور بررسی میزان قوام و ماندگاری هیدروژل تهیته شتده   

از این روش استفاده شد. ابتدا هیدروژل ها بدون ستلول تهیته   

شتتوند و ستتپس در همتتان شتترایط کشتتت، وزن آن هتتا     متتی

شود. ابتدا وزن اولیه هیدروژل هتا انتدازگیری    اندازگیری می

 11FBSبتا %  DMEM/F12شد و سپس در محتیط کشتت   

قتترار گرفتنتتد و ستتپس وزن  سلستتیوس درجتته  44در دمتتای 

دقیقه تا زمتانی کته وزن آنهتا ثابتت شتوند       3هیدروژل ها هر 

اندازگیری شد، نمودار آن رسم شد، بدین منظتور ایتن روش   

 استفاده می شود که میزان تخلخل هیدروژل برای 
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 7تقی طریحی   

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 :تمایز سلول های بنیادی عصبی به سلول های شبه نورونی 

های بنیادی عصبی به سمت سلول هتای  به منظور تمایز سلول 

 شتتتتتتتتتتتتتتتتتبه نتتتتتتتتتتتتتتتتتورنی، از ستتتتتتتتتتتتتتتتتلول 

سلول شتمارش شتد     111استفاده گردید. تعداد   4های پاساژ 

و بعتتد از تهیتته سوسپانستتیون ستتلولی در محلتتول آلژینتتات و   

کپسولدار کردن سلول ها از محیط تمایزی جهت تمتایز ایتن   

 ستتتتتتتتتتتتلول هتتتتتتتتتتتتا استتتتتتتتتتتتتفاده شتتتتتتتتتتتتد.    

بته   DMEM/10% FBSبترای تمتایز ستلول هتا از محتیط      

استتفاده شتد.    (VA)همراه یک میلی مولار والپروئیک اسید 

همچنین گروه کنترل در شرایط دو بعدی تحت تتاثیر محتیط   

خانه ای کشت داده شدند و از نظتر   12تمایزی در پلیت های 

 .(23)میزان تمایز با گروه سه بعدی مقایسه شدند 

   :تایید ماهیت سلول های شبه نورونی

 PCRبرای تایید ماهیتت ستلول هتای شتبه نتورونی از روش      

جهت بررسی بیان ژن های مارکر های عصتبی استتفاده شتد .    

 ,Nestin  NF200, Neurogeninدر این روش میزان بیان 

Neuro D با روشPCR  بررسی شد و ازGAPDH  بعنوان

مورد استتفاده   1 جدولژن رفرنس استفاده شد، پرایمرها طبق 

 د.  قرار گرفتن

 :(TAC)اندازگیری ظرفیت آنتی اکسیدان کل 

به منظور بررسی میزان آنتی اکستیدان در ستلول هتای کشتت     

شتده در هیتدروژل آلژینتات و مقایسته بتا گتروه دوبعتتدی از       

 استفاده شد.   FRAP assayتست 

 FRAP (50mL acetateمیلتتی لیتتتر محلتتول کتتار   3/1

buffer 300mM,10mL FeCl3 40mM,TpTz 

10mM)   میکرولیتتر از   31در یک لوله آزمایش ریخته شتد؛

، 23/1، 3/1، 1در غلظتتت هتتای   FeSO4نمونتته استتتاندارد ) 

میلی مولار( به آن افتزوده شتد و کتاملا ورتکتس      1و 123/1

درجتته  44دقیقتته انکوباستتیون در دمتتای  11پتتس از گردیتتد. 

 593nmسانتی گراد جذ  نور کلیه نمونه ها در طتول متوج   

در نمونه های مجهتول براستاس    FRAPمیزان خوانده شد و 

 نمودار استاندارد محاسبه شد.  

در نمونه مجهتول ستلول    FRAPجهت بدست آوردن میزان 

های مورد مطالعه ابتدا از کم ظر  کشت جتدا شتدند و بتا    

1200 RPM   دقیقه ستانتریفوژ شتدند و بتر روی     3به مدت

 Triton X-1000.5میکرولیتتر   211پتلاک تشتکیل شتده،    

درصد ریخته شد و با پیپتاژ خو  مخلتو  گردیتد. بته متدت     

دقیقته پیپتت شتد و     3دقیقه روی ی  قرار داده شتد و هتر    41

، Hz 31سپس با استفاده از دستتگاه ستونیکت ) بتا فرکتانس     

، نیم سیکل در ثانیته( ستلول هتا شکستته شتدند و بتا       31دامنه 

درجتته  7دقیقتته و در دمتتای  13بتته متتدت  RPM12111دور 

ستانتریفوژ شتد از ستوپ رویتی کته حتاوی شتتیره        یوسسلست 

سلول ها بود، برای انجام تست ها استفاده گردیتد؛ تمتام ایتن    

گروه متورد مطالعته انجتام شتد؛ )ستلول هتای        7مراحل برای 

کشت شده در محیط دو بعدی و سه بعدی کته هتر کتدام در    

 .(21)و کنترل بودند(  H2O2دو گروه تیمار شده با 

 :ROSاندازگیری میزان 

میلتی   71میکرومتولار در بتافر تتریس     DCF-DA 3محلتول  

مولار به صورت روزانه تهیه شد و مخلو  تتا قبتل از استتفاده    

 در ی  و در جای تاریک نگه داشته شد.

/ EDTAستلول هتای کشتت شتده در شترایط دو بعتدی بتا         

تریپسین از کم پلیت جدا شدند و ستلول هتای کشتت شتده     

در شرایط سه بعدی نیز با هیدروژل هتا برداشتته شتدند و هتر     

 DCHF-DA 3میلتتتتی لیتتتتتر محلتتتتول  1دو گتتتتروه بتتتته  

میلی مولار منتقتل و بته    71میکرومولار در بافر تریس اسیدی 

 31دقیقته در   1دقیقه انکوبه شدند و سپس به متدت   41مدت 

درجتته  7دقیقتته در  21یکت شتتدند، ستتپس بمتتدت وات ستون 

ستانتریفوژ شتدند و فلورستنت در     11111گراد در دور  سانتی

 excitationسوپرناتانت با استفاده از اسپکتروفلورومتری با 

488nm  وemission 525 nm    اندازگیری و ثبتت شتد، و

در گتتروه هتتای مختلتتم بتتا استتتفاده از منحنتتی  ROSمیتتزان 

 آمد.   استاندارد به دست

میکرومتتتولار  121و  111، 31، 11، 71، 21غلظتتتت هتتتای  

H2O2    در بتتافر تتتریس استتیدی آمتتاده شتتد، ستتپس ترکیتتب

و تعتداد برابتتری از  ستلول هتا اضتتافه     DCF-DAفلورستنتی  

شد. میزان شتدت فلورستنتی بتا استتفاده از استپکتروفلورومتر      

 و منحنی استاندارد رسم شد.   اندازگیری شد
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  :RT-PCRبررسی آپوپتوز با روش 

به منظور بررستی آپوپتتوز در گتروه هتای متورد مطالعته ژن        

) پرایمرهای مورد نظتر طبتق    BAX, bcl2, Survivinهای 

( بتته عنتتوان ژن هتتای ارزیتتابی کننتتده آپوپتتتوز و    2جتتدول 

GAPDH     .به عنوان ژن رفرنس مورد ارزیتابی قترار گرفتنتد

میلتتی لیتتتر از  1ابتتتدا ستتلول هتتای متتورد مطالعتته لتته شتتدند و  

 ,RNA (Trizol reagent;Invitrogenمحلول استتخراج  

Germany)    به میکروتیو  حاوی سلول ها اضافه شتد. پتس

میکرولیتتر کلروفترم    211دقیقه انکوباسیون بر روی یت    3از 

ثانیته تکتان داده شتد و ستپس در      13افه شتد و  به محلول اضت 

 RPM 12000دقیقته و بتا دور    13درجه بته متدت    7دمای 

سانتریفوژ شد، سه فاز تشکیل شتده و فتاز رویتی کته شتفا       

برداشته شد و با حجم برابر ایزوپروپانول   RNAبود محتوی 

درجته ستانتی    7دقیقته در دمتای    13مخلو  شتد و بته متدت    

دقیقته در همتین دمتا بتا دور      13به مدت  گراد انکوبه و سپس

 41ستانتریفوژ شتد. بته رستو  تشتکیل شتده اتتانول         12111

دقیقته بتا    3درصد اضافه شد و پس از انجام ورتکس به مدت 

درجه سانتی گراد سانتریفوژ شد. پتس   7در دمای  4311دور 

میکرولیتتر   21از خشک شدن الکل به رستو  تشتکیل شتده    

درصتد( افتزوده و پتس از     0.1)   DEPCآ  تیمار شده بتا  

درجتته  11دقیقتته در دمتتای  3ستتانتریفوژ کوتتتاهی بتته متتدت  

نگهتداری شتد    -31سانتی گرادانکوبه شد و سپس در فریتزر  

بتا    RNAسپس بته منظتور از بتین بتردن آلتودگی احتمتالی       

DNA   از آنتزیمDNase   عتاری ازRNase    استتفاده شتد و

DNA Treatment  درجتته  انجتتام شتتد و پتتس از بررستتی

بتتر طبتتق پروتکتتل   cDNAستتنتز  RNAخلتتوص و غلظتتت 

انجتتام گرفتتت و   (Fermentase,USA)شتترکت ستتازنده  

میکرولیتتر   11با مخلو  کتردن   RT-PCRسرانجام واکنش 

Master Mix 2X(Ampliqon)  نانوگرم  23وcDNA  و

بتا استتتفاده از دستتتگاه   Reverseو   Forwardپرایمرهتای  

Thermal cycler ( Biorad) (24)ورت گرفت ص. 

 :تجزیه و تحلیل آماری

نتتتایج حاصتتل از ایتتن مطالعتته توستتط نتترم افتتزار کتتامپیوتری  

(SPSS. Ink, V16, 2016 USA) SPSS  مورد تجزیه و

تحلیل آماری قرار گرفت. به این ترتیب، نتایج بررسی میتزان  

ROS  و ظرفیتتت آنتتتی اکستتیدانی کتتل و نتتتایج تستتت هتتای

ررستی بقتا   و همچنین داده های مربتو  بته ب   PCRمولکولی 

سلول هتا در گتروه هتای متورد بررستی بتا استتفاده از تستت         

متورد تحلیتل قترار گرفتت و      One Way Anovaآمتاری  

معنتتی دار در نظتتر  P≤0.05تفتتاوت میتتانگین هتتا در ستتطح  

 گرفته شد .  

 ±نتتتایج حاصتتل از ستته تکتترار بتتوده و بتته صتتورت میتتانگین  

 ≥ P)بیتان گردیتد. ستطح معنتی داری      (SD)انحرا  معیار 

در نظر گرفته شد. همچنین بین میانگین غلظتت آنتتی    (0.05

درون ستتتلولی آزمتتتون    ROSاکستتتیدانی کتتتل و میتتتزان  

 همبستگی استفاده شد.  

 

 یافته ها

   :بررسی های مورفولوژی سلول ها

نمونه مغز استخوانی که تازه از دیافیز استتخوان هتای فمتور و    

تیبیا به داخل فلاسک تخلیه شده شامل مجموعه ای از ستلول  

هتتای بنیتتادی مزانشتتیمی و ختتون ستتاز استتت. ولتتی بتته دنبتتال  

پاساژهای مکرر، از تعداد سلول های رده ختونی کاستته و بته    

ستلول   سلول های استرومایی افزوده شده است، زیرا کته ایتن  

تتوان بته سته فترم      چسبیدند. آنها را می ها به کم فلاسک می

دوکی شکل و کشیده، مسطح و پهن با زوائد ستلولی متعتدد،   

گرد و کوچک و در حال تکییر مشاهده کترد. در پاستاژهای   

بالاتر عمده سلول های باقی مانتده در کتم فلاستک از نتوع     

استتترومایی بودنتتد کتته ستتلول هتتا، دوکتتی شتتکل و شتتبه       

باشند. و در پاساژهای بالاتر ستلول هتا کتاملا     بروبلاستی میفی

 شوند.   دوکی شکل دیده می

سلول های بنیادی مزانشتیمی بعتد از قترار گترفتن در محتیط       

کشت القائی عصبی توانایی تشکیل نوروسفر را دارند. ستلول  

روز بعتد از مجتاورت بتا     1التی   3های بنیادی مزانشیمی طتی  

کنار هم جمتع شتده و ستاختارهای    محیط تمایزی عصبی در 
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کنند کته بته    شناور و کروی شکل با هسته نامشخک ایجاد می

شود. قطتر استفرها در روز اول    این اسفرها، نوروسفر گفته می

میکرومتر بوده که از تعداد کمی ستلول تشتکیل    111حدودا 

یابتد   شده است و از روز اول تا سوم تعداد اسفرها افزایش می

وم تتتا هفتتتم از تعتتداد آنهتتا کاستتته و بتته   و ستتپس از روز ستت

 211شود که حدودا در روز هفتم بته قطتر    قطرشان افزوده می

رسند. همچنین در ایتن مطالعته نشتان داده شتده      میکرومتر می

است که بعد از انتقال نوروسفرها به فلاسک های بچستب بته   

کتتم فلاستتک چستتبیده و بتته شتتکل ستتلول هتتای کشتتیده و  

ستلول هتای بنیتادی عصتبی نامیتده       شتوند،  دوقطبی دیده متی 

 (.   1شکل شوند)مطابق  می

 
ای پلی مترازی در گتروه هتای متورد مطالعته پتس از تمتایز در محتیط دو          زنجیره.  بررسی میزان بیان ژن های شبه نورونی با استفاده از روش وا کنش 1شکل 

ای از گروه دوبعدی بیشتر است و میزان بیان ژن نستین  حظه در گروه سه بعدی به طور قابل ملا 211و نوروفیلامنت  بعدی و سه بعدی، بیان ژن های نوروژنین

 .در دو گروه بررسی شده است GAPDH) )فسفات دهیدروژناز  4در گروه دو بعدی بالاتر است ژن خانه دار گلیسرآلدهید

 

   :تایید ماهیت سلول ها

به منظور بررسی ماهیت استترومایی ستلول هتای چستبیده بته      

کتتتم فلاستتتک و تاییتتتد منشتتتا مزانشتتتیمی آنهتتتا از روش   

، بتته ایتتن منظتتور (2شتتکل فلوستیتومتری استتتفاده شتتد)مطابق  

سلول ها در پاساژ چهارم مورد بررستی قترار گرفتنتد؛ متارکر     

و  CD45(%3.13)ستتطحی ستتلول هتتای هماتوپوئیتیتتک    

منفتی   CD31(%2.96)مارکر سطحی سلول های اندوتلیال 

شتتتدند امتتتا مارکرهتتتای ستتتلول هتتتای بنیتتتادی مزانشتتتیمی  

CD44(%75.74), CD73(%98.37)  وCD90 

جهتت تاییتد صتحت انجتام روش     . میبت شتدند  (%77.17)

فلوسایتومتری، گتروه کنتترل بتا آنتتی بتادی هتای ایزوتایت         

 (.4شکل ق انجام شد،)مطاب PEو FITCکونژوگه با 

و برای تایید ماهیت نوروسفرها و سلول هتای بنیتادی عصتبی    

استتفاده شتد    (7شتکل  از روش ایمونوسیتوشتیمی)مطابق    نیز

نشتان داد   4بررسی ایمونوسیتوشیمی نوروسفرها بعتد از  روز  

که این ستاختارها مارکرهتای عصتبی نستتین و نوروفیلامنتت      

دی نظیتتر و همچنتتین متتارکر هتتای ستتلول هتتای بنیتتا 13هتتای 

SOX2  وOCT4 و همچنتین بررستی ستلول    کننتد   متی را بیان

های بنیادی عصبی نیز بیان مارکر هتای نستتین، نوروفیلامنتت    

13 ،OCT4  وSOX2   دهنتتد.  ( نشتتان متتی 3شتتکل را )مطتابق

رنگ آمیزی شتد. تاییتد تمتایز     DAPIو  PIهسته سلول ها با 

طتی  سلول های بنیادی عصبی به سلول های شتبه نتورونی در   

میلی مولار والپروئیک اسید، با بررستی یبتان و    1یک هفته با 

، Nestin ،NF200 ،Neuro dیتتا عتتتدم بیتتتان ژن هتتتای  
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Neurogenin   بتتا روشRT_PCR   و  1شتتکل )مطتتابق

بعنتتتتتوان ژن  GAPDH(  انجتتتتام شتتتتد،  ژن    1نمتتتتودار 

Housekeeping   .بررسی شد 

 :بررسی تورم هیدروژل آلژینات

همانگونته کته گفتتته شتد، بته منظتتور آگتاهی از میتزان قتتوام       

استتفاده شتد    هیدروژل و ظرفیت آن برای تورم از این تست 

 آورده شده است.  2که  در نمودارشماره 

 
استفاده می شود، که نشان می دهد چه  به منظور آگاهی از میزان قوام هیدروژل و ظرفیت آن برای تورم از این تست  ,.  بررسی میزان تورم هیدروژل2شکل 

دقیقه وزن  11آن پر شود و زمانی که وزن نمونه ثابت شود و تغییر نکند نشان دهنده آن است که در اینجا بعد از  مدت زمانی طول می کشد تا تمام منافذ

 است . نمونه ثابت شده

 :بررسی بقای سلول ها

به منظور بررسی بقتای کیفتی  ستلول هتای کپستول شتده در       

هیتتدروژل آلژینتتات  از رنتتگ آمیتتزی آکریتتدین اورنتتج و    

 Acridin Orang/Propidium)پروپیتتتدیوم یدایتتتد  

Iodide)    آورده شتتده استتت،   4استتتفاده شتتد و در شتتکل

در روز اول همتتانطور کتته در شتتکل   تعتتدادی از ستتلول هتتا 

مشخک است بدلیل تنش هایی که در طتی آمتاده ستازی بته     

سلول ها وارد می شود مرده اند و بته رنتگ قرمتز  دیتده متی      

شوند ولی بعد از روز سوم  میزان بقا و تکییتر ستلول افتزایش    

یافته و همه سلول ها زنده هستند همانطور که در شتکل دیتده   

منظور بررسی بقتای کمتی ستلول هتا از       می شود . همچنین به

MTT     ،استفاده شد در این روش سلول هتا در روزهتای اول

سوم و هفتتم متورد بررستی قترار گرفتنتد و بتا گتروه کنتترل         

نشتان داده   4مقایسه شدند و همانطور که در نمتودار  شتماره   

شده است میزان بقا و تکییر ستلول هتا در کپستول نستبت بته      

 دوبعدی بیشتر بوده است.  

 :بررسی میزان استرس اکسیداتیو

گتروه متورد مطالعته، پتس از      7ول های بنیادی عصتبی در  سل

گذشتت دوره تیمتتار، توستط ستتونیکیت لیتز شتتدند و میتتزان    

ROS    درون ستتتلولی آن هتتتا توستتتط استتتپکتروفلوریمتری

) نشتان   DCFمیتزان بازتتابش فلورستنت     اندازگیری گردید.

در  7درون سلولی( مطابق نمتودار شتماره    ROSدهنده میزان 

، پتایین تترین میتزان    H2O2ن مجاورت با گروه سه بعدی بدو

H2O2 (24/24 )( بتتود و گتتروه دو بعتتدی تیمارشتتده بتتا    1)

 بالاترین میزان بود.

 :بررسی میزان ظرفیت آنتی اکسیدانی کل

به منظور بررسی میزان آنتی اکستیدان در ستلول هتای کشتت     

شتده در هیتدروژل آلژینتات و مقایسته بتا گتروه دوبعتتدی از       

استتفاده شتد. غلظتت     3ابق نمتودار  مط FRAP assayتست 

آنتی اکسیدان کل برای گروه های مختلتم متورد مطالعته بتا     

استفاده از نمتودار استتاندارد انتدازگیری شتد ، کته بتالاترین       

سته بعتدی بتدون مجتاورت بتا      غلظت مربو  به گروه کشت 

H2O2  دو بعتدی    کشتگروه و پایین ترین غلظت مربو  به

 بود.   H2O2تیمارشده با 

 : RT-PCRبررسی آپوپتوز با روش 

به منظور بررستی آپوپتتوز در گتروه هتای متورد مطالعته ژن        

مورد مطالعته قترار گرفتنتد و     BAX, bcl2, Survivinهای 

بتدون  در گتروه هتای سته بعتدی و دو بعتدی       3مطابق شکل 
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 22تقی طریحی   

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

بیتان شتدند و    bcl2, Survivinژن هتای   H2O2مجاورت بتا  

بیتتان نشتتد و در گتتروه ستته بعتتدی تیمتتار شتتده بتتا   BAXژن 

H2O2  فقتتط ژنbcl2    بیتتان شتتده و ژن هتتای, Survivin 

BAX       بیان نشتد، همچنتین در گتروه دوبعتدی بتاH2O2  ژن

BAX     بیتان شتد و ژن هتایbcl2, Survivin   .بیتان نشتدند

 

 ماهیت سلول های شبه نورونیبرای تایید  RT- PCR. پرایمرهای مورد استفاده در 1جدول 
50.0 
48.5 

156 Forward: CAGTCAGAGGAGTGGTT 

Reverse: CTTGGTGCTTTTCAGTGC 

NF200 

 

55.3 

56.9 
149 Forward: CCTGTCCAGTTT CCTCACC 

Reverse: GCTCCTGCTCTTCGTCCT 

 

Neurogenin 

60.04 

59.96 

147 Forward: GAGGTCCCAGTTGCTCAGTC 

Reverse: TAGCCCTACCACTTCCTGCT 

 

Nestin 

 

60.03 

60.46 

192 Forward: AGCCCCCTAACTGATTGC 

Reverse: CACCCGAGGAGAAGATTG 

NeuroD1 

 

 

 

 به منظور بررسی آپوپتوز RT- PCR. پرایمرهای مورد استفاده در 2جدول 
 نام توالی اندازه  دما

56.29 

55.3 

148 FORWARD: 

TGGGATGCCTTTGTGGAA 

REVERSE: 

TCTGCTGACCTCACTTGT 

Bcl2 

54.68 

54.88 

104 FORWARD: 

TTACAGGAGACCGTGACA 

REVERSE: 

AAAGCCACAAAACCAAAGAG 

SURVIVIN 

60. 04 

59.96 

121 FORWARD: 

GTCCTCACTGCCTCACTCAC 
REVERSE: 

CTTTCCCCGTTCCCCATTCA 

BAX 

61.3 

61.5 

121 FORWARD: 

CATACTCAGCACCAGCATCACC 

REVERSE: 

AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG 

GADH 

 

 درون سلولی و رابطه میان آن دو در گروه های مورد مطالعه ROS. بررسی میانگین غلظت آنتی اکسیدان ها و میزان  4جدول 
میانگبن غلظت آنتی اکسیدان های  گروه ها 

 محلول

رابطه میان میزان آنتی  درون سلولی ROSمیانگین غلظت 

 ROSاکسیدان ها و 

38±281 دوبعدی
a 20.07112±0.03

α -0.977 

دوبعدی پس از 

 H2O2تیمار با 

108±17
b 23.23018333333±0.06

β -0.956 

63±474 سه بعدی
c 0.0ᵞ -1 

سه بعدی پس از 

 H2O2تیمار با 

209±27
a 15.85989333333334±0.02ᵟ -0.881 
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 ارزیابی اثر پیشگیری کننده...    21

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

انحرا  معیار  ±. اعداد به صورت میانگین دهد را نشان میبین گروه ها (P ≤0.05) حرو  لاتین و حرو  یونانی تفاوت معنادار 

(SD) بیان شده است 

 

 
. بررسی کمی بقای سلول ها ی کپسوله شده در هیدروژل آلژینات پس از مجاورت با پراکسید هیدروژن و بدون حرور پراکسیدهیدروژن و مقایسه 4 شکل

و کمترین مربو  به دوبعدی تیمار شده با  H2O2. در اینجا بیش ترین بقا سبلول ها مربو  به کشت دوبعدی بدون تیمار با  MTTبا گروه کنترل با روش 
H2O2 

 

 )الم(

) ( 
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 23تقی طریحی   

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 
 Extrupolated،  ( نمودارH2O2در گروه های مورد مطالعه،الم( نمودار استاندارد بر اساس غلظت های مختلم  ROS . اندازه گیری میزان 7 شکل

 درون سلولی در گروه های مورد مطالعه که پس از گرفتن جذ  نوری با استفاده از نمودار استاندارد میزان آن محاسبه شد ROSمیزان 

 

 )الم(   

 
) ( 

 
گروه های مورد جهت اندازه گیری میزان آنتی اکسیدان کل. الم( نمودار استاندارد،  ( نمودار غلظت های آنتی اکسیدان کل در FRAP. تست 3 شکل

گروه اندازگیری شد و از طریق نمودار استاندارد میزان آن محاسبه شد که گروه سه بعدی بخاطر خاصیت آنتی  7مطالعه. میزان آنتی اکسیدان کل در هر 

 اکسیدانی هیدروژل پیشترین میزان را دارد.
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 ارزیابی اثر پیشگیری کننده...    20

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 
 

( سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان کشت شده در محیط کشت  A. بررسی مورفولوژی سلول های مورد مطالعه. 6شکل 

10%FBS/DMEM-F12 ،B روز کشت، 7( نوروسفرهای تشکیل شده در محیط تمازی از سلول های بنیادی مزانشیمی پس ازC )

 ژل آلژینات( سلول های انکپسوله شده در هیدروDسلول های بنیادی عصبی تشکیل شده از نوروسفر ها در محیط تمایزی، 

 
 . تایید ماهیت سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان درپاساژ چهارم با روش فلوسیتومتری7شکل

 (A بیان مارکر سلول های بنیادی مزانشیمیCD44(%75.74)  کونژوگه باFITC .B بیان مارکر سلول های بنیادی مزانشیمی.CD73(%98.37) 

( عدم بیان مارکر E. عدم بیان مارکر هماتوپوئیتیکی،PE .Dکونژوگه با  CD90(%77.17).بیان مارکر سلول های بنیادی مزانشیمی PE .Cکونژوگه با 

 اندوتلیالی

 
 . با روش فلوسایتومتری PEو   FITC. کنترل 3شکل 

(A های کونژوگه با  کنترل با آنتی بادیFITC و(B   کنترل با آنتی بادی های کنژوگه باPE  
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 25تقی طریحی   

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 
 . تایید ماهیت نوروسفرها با روش ایمونوسیتوشیمی9شکل 

پ( آنتی  Piو رنگ آمیزی هسته با  FITC،  (آنتی بادی نستین کونژوگه با Piو رنگ آمیزی هسته با  FITCآ (آنتی بادی نوروفیلامنت کونژوگه با 

 Piو رنگ آمیزی هسته با  FITCکونژوگه با SOX2ت(آنتی بادی  Piو رنگ آمیزی هسته با  FITCکونژوگه با  OCT4بادی 

 
 . تایید ماهیت سلول های بنیادی عصبی با روش ایمونوسیتوشیمی11شکل

(A  آنتی بادی نستین کونژوگه باFITC  و رنگ آمیزی هسته باPi ،B آنتی بادی نوروفیلامنت )کونژوگه با 13FITC  و رنگ آمیزی هسته باPi،C آنتی )

 Piو رنگ آمیزی هسته با  FITCکونژوگه با  OCT4( آنتی بادیPi،Dو رنگ آمیزی هسته با  FITCکونژوگه با SOX2ی باد

 
 RT-PCR.  تایید ماهیت سلول های شبه عصبی با روش 11شکل 
 GAPDHو نستین در شرایط دوبعدی و سه بعدی   ( بیان ژن های خانه دار  Neuro D  ،Neurogeninآ ( مقایسه بیان مارکر های نوروفیلامنت، 

 ت

ب
  A 

پ
 پ

 آ

 آ ب
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 ارزیابی اثر پیشگیری کننده...    26

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

( اولین روز کشت سلول های اکپسول شده در A. بررسی بقای کیفی سلول های انکپسوله در هیدروژل آلژینات. 12شکل 

ول ها در هیدروژل ( روز هفتم کشت سه بعدی سلC( سومین روز کشت سه بعدی در هیدروژل آلژینات، Bهیدروژل آلژینات،

 آلژینات

 

 
 

 .RT-PCR. بررسی بیان ژن های آپوپتوزی در گروه های مورد مطالعه با روش 8شکل

 

 بحث  

در گتتروه هتتای  ROSنتتتایج حاصتتل از انتتداه گیتتری میتتزان 

مختلتتم توستتط استتپکتروفلوریمتری نشتتان داد کتته میتتزان    

استرس اکسیداتیو سلول های کشت شده در شرایط دوبعدی 

بالاترین و سلول هتای کشتت شتده در     H2O2پس از تیمار با 

پتایین تترین میتزان     H2O2شرایط سته بعتدی بتدون حرتور     

ROS  لتب  باشند. بررسی این نتایج گویای این مط را دارا می

اکستیدانی و   است که آلژینتات بتا دارا بتودن خاصتیت آنتتی     

القتا   ROSهمچنین خاصیت حفتاظتی باعتک کتاهش میتزان     

 شود.   می H2O2شده توسط 

اکستیدان هتای    همچنین نتایج حاصل از بررستی میتزان آنتتی   

موجود در گروه های مختلتم نشتان داد؛ پتایین تترین میتزان      

کشتتت شتتده اکستتیدانی کتتل در ستتلول هتتای   غلظتتت آنتتتی

و بتتتالاترین میتتتزان   H2O2دوبعتتتدی پتتتس از تیمتتتار بتتتا    
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 27تقی طریحی   

 2041فروردین اردیبهشت  /  هشتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

اکسیدان ها در گتروه کشتت سته بعتدی بتدون حرتور        آنتی

H2O2 باشند که با نتایج تست  میROS                                                           .هماهنگی دارد 

 H2O2  همچنین در این مطالعه چهار گروه جهت ارزیابی اثر

آزاد بتر ایجتاد آپوپتتوز در ستلول هتا و      بعنوان یک رادیکال 

مقایسه با ستلول هتای حفاظتت شتده در هیتدروژل آلژینتات       

مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج حاصل نشان دهنده ی ایجتاد  

آپوپتتتوز در گتتروه کشتتت دو بعتتدی پتتس از مجتتاورت بتتا    

رادیکال های آزاد و عدم ایجاد آپوپتوز در گروه کشت سته  

دیکال های آزاد استت کته نشتان    بعدی پس از مجاورت با را

دهنده ی اثر حفاظتی هیدروژل آلژینتات در مقابتل رادیکتال    

همچنتین   باشد. های آزاد و جلوگیری از آپوپتوز سلول ها می

گروه متورد مطالعته    7مطالعه و بررسی میزان بقاء سلول ها در 

 Marinaتوسط  2112انجام شد که با مطالعه ای که در سال 

Matyash انجام گرفتته استت همتاهنگی داشتته      انو همکار

 Ghoeتوستط   2118که در ستال  ؛ در مطالعه ای [10] است

G   در ایتن   کته ام شده نشان می دهد آلژینات جان همکارانو

روژل استتفاده شتده متی توانتد فعالیتت      کت مطالعه به عنوان می

کسیدانی را افزایش دهد که با مطالعه حاضر همتاهنگی  آنتی ا

 Varini Eتوسط  2118در سال  کهدر مطالعه ای . (23)دارد

ام شتتد تاییتتد کننتتده ایتتن خاصتتیت استتت.  جتتان همکتتارانو  

توستتتتط  2114در ستتتتال  کتتتتههمچنتتتتین در مطالعتتتته ای 

Kerschenmeyer   ام شتده نشتان متی دهتد     جان همکارانو

هتای   کتال آلژینات به صورت سولفاته می تواند فعالیتت رادی 

 .  (28)هش دهدآزاد را کا

در مطالعه حاضر که به منظور بررسی اثتر حفتاظتی هیتدروژل    

آلژینات انجام شده است، جهتت ارزیتابی میتزان بقتاء ستلول      

های کشت شتده در شترایط سته بعتدی از دو روش کمتی و      

کیفی جهتت مقایسته بتا گتروه کنتترل استتفاده شتده استت.         

همانگونه که در نتتایج نشتان داده شتد هتر دو روش کمتی و      

یگر همختوانی داشتتند کته نشتان دهنتده رشتد       کیفی با یکتد 

مناستتب ستتلول هتتا در شتترایط ستته بعتتدی و اثتتر حفتتاظتی     

باشتد. امتا بعلتت     هیدروژل در مقابل رادیکتال هتای آزاد متی   

آماده سازی اولیه سلول ها و کپسول دار کردن آنهتا تعتدادی   

شتدند کته کتاهش بقتا را در      از سلول ها دچار مرگ ستلولی  

بعدی مشاهده کتردیم. کته در بررستی    روز اول در گروه سه 

های کیفی سلول ها در روز اول کشت عده ای مترده) قرمتز(   

بودنتتد کتته میتتزان جتتذ  نتتوری در   و عتتده ای زنتتده )ستتبز( 

نیز نسبت بته گتروه کنتترل     MTTبررسی های کمی با تست 

کتاهش نشتان داد. ولتتی افتزایش چشتتمگیری در میتزان بقتتاء     

ت گتتروه ستته بعتتدی  کشتت 4و  4ستتلول هتتا را در روز هتتای  

مشاهده کردیم  که نشتان دهنتده ی رشتد بهتتر ستلول هتا در       

باشد همچنین میتزان بقتاء در گتروه سته      شرایط سه بعدی می

بعتتدی پتتس از مجتتاورت بتتا رادیکتتال هتتای آزاد بتته طتتور     

 معناداری  بالاتر از گروه کنترل به دست آمد.  

ستلول هتای بنیتادی عصتبی پتس از      همچنین در ایتن مطالعته   

وله شتدن در هیتدروژل آلژینتات بتا کمتک والپروئیتک       کپس

اسید به سلول های شبه عصبی تمایز داده شدند همتانطور کته   

و  Khosravizadehتوستط   2117در مطالعه ای که در سال 

 MAP2,  GFAPهمکاران انجام شد بیان مارکرهای عصبی

, Nestin     در گروه کشت سه بعدی در هیتدروژل آلژینتات

دوبعدی به طور قابل چشمگیری بالاتر استت  نسبت به شرایط 

و   Neurogeninو در مطالعتته حاضتتر بیتتان مارکرهتتای     

NF200     در گروه کشت سه بعدی هیتدروژل آلژینتات نستبت

به گروه کنترل بته طتور قابتل ملاحظته ای بتالاتر بتود و بیتان        

تفاوت چشمگیری با گتروه کنتترل نتدارد     Neuro Dمارکر 

  مطالعته رکتر شتده در بتالا در     هم چنین بیان نستین بترخلا 

. (41)گروه کشت سه بعدی هیدروژل آلژینات نیز کمتتر بتود  

 Sadegh ghorbaniتوسط  2113در مطالعه ای که در سال 

و همکاران انجام شد نشان داد والپروئیک اسید ستبب تمتایز    

سلول های بنیادی مزانشیمی به سلول های شبه عصبی و  بیتان  

 .(41)می شوند Nestin ،MAP2  ،NSEژن های 

   

 نتیجه گیری

هیدروژل آلژینات توانایی حفاظت از ستلول هتا را در مقابتل    

تتوان از آن بعنتوان یتک عامتل      رادیکال های آزاد دارد و می

حفاظتی در سلول درمانی استفاده کرد و با وجود مرگ اولیته  

متتی توانتتد از  ی ستتلول هتتا در طتتی کپستتول دار کردنشتتان،  

آپوپتوز سلول ها در مرحلته ستلول درمتانی جلتوگیری کنتد.      
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همچنین این هیدروژل تقویت کننده اثتر القتایی والپروئیتک    

اسید در تمایز سلول هتا بته ستلول عصتبی و بیتان مارکرهتای       

 عصبی می باشد.  
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