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Abstract 
 

Background and purpose: One of the recent techniques for increasing the output of 

cryopreservation is using different scaffolds in long-term preservation of stem cells for cell therapy. 

Undesirable differentiation and decrease in the number of viable cells are two major problems in this 

process. In order to overcome these problems, in this study the human amniotic epithelial cells were 

cryopreserved using amniotic membrane as their natural scaffold. 

Materials and methods: After tissue preparation and extraction of amniotic epithelial cells, the 

cells were preserved for 12 months in two different groups of with and without scaffold in 24 different 

patterns in -196°C in liquid nitrogen. The percentage of viable cells and their pluripotency were 

determined before and after cryopreservation. The data was analyzed using ANOVA (Tukey Post-Test) 

statistical method. 

Results: Cell viability and percentage of Oct-4 positive cells were higher in the group with 

scaffold. The difference between the number of viable cells and pluripotency was not statistically 

significant between freshly extracted cells and cells that were cryopreserved with scaffold. Moreover, 

glycerol decreased the output of cryopreservation. 

Conclusion: This study showed that employing amniotic membrane as a scaffold for 

cryopreservation of human amniotic epithelial cells could increase the number of viable cells and reduce 

the amount of undesirable differentiation in the process of cryopreservation. 
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بررسي اثرات كرايوپرزرويشن بر سلول هاي اپي تليال قبل و بعد از 
  جداسازي از پرده آمنيون انساني

  
        1نژاد حسن نيك

  2االله پيروي حبيب

  چكيده
هـا در    هاي بنيادي به منظور استفاده از آن        جديد در نگهداري طولاني مدت سلول      هاي يكي از تكنيك   :سابقه و هدف  

از مـشكلات عمـده     . هـاي مختلـف بـراي افـزايش بـازده كرايوپرزرويـشن سـلولي اسـت                سلول درماني، استفاده از داربـست     
منظـور  مطالعـه حاضـر بـه    باشـد   هـا مـي   هاي زنده و ايجاد تمايزهاي ناخواسته در سـلول    كرايوپرزرويش، كاهش تعداد سلول   

تليـال آمنيـون انـساني بـا اسـتفاده از       هاي اپي  سلولو بدين منظورشد انجام هاي احتمالي كاهش اين مشكلات،       بررسي روش 
  .ها است كرايوپرزرو شدند داربست طبيعي اين سلولداربست پرده آمنيون كه 

هـا در دو     تليال آمنيـون انـساني، سـلول       هاي اپي  پس از تهيه بافت و جداسازي سلول      در بررسي حاضر     :ها مواد و روش  
 ماه نگهداري شدند    12 در نيتروژن مايع به مدت       -C° 196 مختلف در دماي      حالت 24 داربست در    بدونداربست و   با  گروه  

.  قبل و بعد از كرايوپرزرويـشن بررسـي شـد   ،سلول ها) pluripotency(و ميزان پرتواني  هاي زنده و پس از آن درصد سلول
  .گرديدو آناليز  مقايسه ANOVA (Tukey Post-Test)نتايج حاصل با روش آماري 

 در گروه با داربست نسبت به       Oct-4هاي زنده و درصد بيان       تعداد سلول نتايج حاصل از مطالعه حاضر نشان داد         :ها يافته
 كه به همراه داربست كرايـوپرزرو شـده   هايي هاي زنده و ميزان پرتواني در سلول     تعداد سلول . گروه بدون داربست بيشتر بود    

ــا ســلول ــد ب ــازه جداشــده تفــاوت معنــي  بودن ــسرول در محــيط . داري نداشــت هــاي ت ــين حــضور گلي ــازده ،همچن ــزان ب  مي
 .كرايوپرزرويشن را كاهش داد

 هـاي  نشان داد كه استفاده از پرده آمنيون بـه عنـوان يـك داربـست در كرايوپرزرويـشن سـلول                   حاضر  مطالعه   :استنتاج
هاي زنده پس از كرايوپرزرويشن را افزايش داده و از ايجاد تمايزهاي ناخواسته              تواند تعداد سلول   تليال آمنيون انساني مي    اپي

  .طي نگهداري طولاني مدت جلوگيري نمايد
  

  تليال آمنيون انساني، داربست، پرده آمنيون، پرتواني هاي اپي كرايوپرزرويشن، سلول :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
خـارج  هـاي    از رشد و نمو بافـت     انسان  پرده آمنيون   

 شامل يـك لايـه      اين پرده آيد،    وجود مي  هجنين ب  روياني
  انـساني  تليـال آمنيـوني    هـاي اپـي     سـلول  حـاوي  يومتل اپي

(hAECs)   طـور يكنواخـت و مـنظم بـر روي          ه است كه ب 
 قرار  عروق غشاء پايه ضخيم و يك لايه استرومايي بدون       

  صبـع ه رگ وـرگونـه دـت فاقـك بافـون يـآمني. دارد
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  ، تهران، ايرانبهشتيلوم پزشكي شهيد  فارماكولوژي، مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت، دانشگاه عگروه .1
  ، تهران، ايرانجراحي، مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي گروه. 2
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  را مـستقيماً   مواد مورد نيـازش   د غذايي و ساير   موابوده و   
 زيـرين ه ـاز لايا ـي يوني وـع آمنـشار از مايـبا مكانيسم انت

پرده . )1(آورد دست ميه  بي آن يعني جفت و اجزا  خود
ميــان از  اي دارد كــه  خــصوصيات ويــژه،آمنيــون انــسان

تــوان بــه توانــايي آن در جلــوگيري از رشــد   هــا مــي آن
هـاي   ار و جلـوگيري از ايجـاد واكـنش        ، مه )2(ها باكتري

، )4(، جلـوگيري از ايجـاد زخـم      )3(التهابي سيستم ايمنـي   
 اشـاره   )5(كمك به ترميم زخـم و تـسريع اپيتليالزاسـيون         

ها باعث شده است كه از پرده آمنيـون          اين ويژگي . كرد
ــ ــود  هدر پزشــكي ب ــتفاده ش ــيعي اس ــور وس ــه ،ط  از جمل

به عنوان يك پوشـش     توان به استفاده از پرده آمينون        مي
ــوختگي ــتي بيولوژيـــك در سـ ــاي پوسـ ــان )6(هـ ، درمـ

هاي پوسـتي اشـاره       و بسياري ديگر از بيماري     )7(ها زخم
هـاي   همچنين پـرده آمنيـون بـراي درمـان بيمـاري           .كرد

هـاي   ها و بيماري   چشمي از جمله درمان انواع ناهنجاري     
هـاي   هـا و آسـيب     ، تـرميم سـوختگي    )8(قرنيه و ملتحمـه   

ه دليـل مـواد شـميايي و غيـره ايجـاد شـده،              چشم كـه ب ـ   
علاوه بر موارد فـوق از آمنيـون        . )9(داستفاده وسيعي دار  

مطالعــات اخيــرا . )10(شــود  جراحــي نيــز اســتفاده مــيدر
در زمينــه اســتفاده از آمنيــون بــه عنــوان يــك  جديــدي 

ــده  ــين منبــع ســلولي اي آل در  داربــست مناســب و همچن
  .)1(مهندسي بافت انجام گرفته است

ــر  ــوي ديگ ــلول ،از س ــا س ــيه ــون  ي اپ ــال آمني  تلي
ــطحي  ــاي س ــلولماركره ــي    س ــادي جنين ــاي بني ــل ه مث

SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-80  را بيـان 
هـا همچنـين فاكتورهـاي مـرتبط بـا           اين سـلول  . كنند  مي

 Oct-4هاي بنيادي نظيـر       سلول )pluripotency( پرتواني
تحقيقـات بيـشتر   . )12 ،11(نماينـد   را نيز بيان مي Nanogو  

 كـه   استتليال آمنيوني نشان داده   هاي اپي  بر روي سلول  
سـه رده     هر توانايي تمايز به  پرتوان هستند و    ها   اين سلول 

ــي ــدودرمي را دارا ، مزودرمـ ــودرمي و انـ  از  و)13(اكتـ
ــي  ــه م ــن      جمل ــايز اي ــه تم ــاتي در زمين ــه مطالع ــوان ب   ت

سـيت،  مـي ماننـد ميو     هـاي رده مـزودر     ها به سلول   سلول
 هـاي  ، سلول )14(كارديوميوسيت، استئوسيت و آديپتوسيت   

هـــاي   و ســـلول)15(رده انـــدودرمي ماننـــد هپاتوســـيت
ــانكراس ــلول)16(پـ ــد    و سـ ــودرمي ماننـ ــاي رده اكتـ هـ

تليال  هاي اپي  سلول.  اشاره كرد  )18 ،17(هاي عصبي  سلول
در . )14(زايـي دارنـد      خـصلت كلـوني     همچنـين  آمنيوني

هـاي اپـي     كه سـلول   با وجود اين   دشه  نشان داد مطالعاتي  
 ،ييهـا  تليال آمنيوني پرتوان هستند اما در پيوند به مـوش         

ــستم ايمنــي ســركوب   ــا سي ــايي ايجــاد  و (SCID)ب توان
ــد  ــا را ندارن ــر آن،  .)19 ،14(تراتوم ــلاوه ب ــلول ع ــاي  س ه

تليال آمنيوني از نظر ايمونولـوژيكي خنثـي هـستند و         اپي
هـــاي  كـــنشايـــن موضـــوع ريـــسك رد پيونـــد يـــا وا

 را كـاهش     ايـن سـلول هـا      ايمونولوژيكي پـس از پيونـد     
بـدون نيـاز بـه       هـا   ايـن سـلول     همچنـين  .)21 ،20(دهـد   مي

 (Feeder layer)هاي ثانويه به عنـوان لايـه مغـذي     سلول
ــد  ــدرت رش ــد  وق ــر دارن ــن   . )11( تكثي ــه اي ــه ب ــا توج ب

تليال آمنيوني به عنـوان    هاي اپي  ل خصوصيات ويژه، سلو  
هـاي بنيـادي جنينـي در        اسـب بـراي سـلول     جايگزيني من 

ــاتي و ــاني مطــرح مــي باشــند  كاربردهــاي تحقيق . درم
هـاي نـوين از جملـه سـلول درمـاني و             درمـان استفاده از   

مهندسي بافـت در تـرميم ضـايعات گونـاگون و درمـان             
هاي مختلف افزايش روز افزوني داشـته اسـت و           بيماري

 ــ   ــت ب ــالقوه جه ــسيل ب ــر پتان ــوي ديگ ــارگير هاز س ي ك
تليــال آمنيــوني و پــرده آمنيــون در ايــن  هــاي اپــي سـلول 

در ايـن راسـتا، ضـروري بـه نظـر           . درمان ها وجـود دارد    
هاي مناسبي بـراي نگهـداري طـولاني         رسد كه روش   مي

هاي اپيتليال آمنيـون انـساني ايجـاد شـود تـا             مدت سلول 
تر و بهتـري     تر، سريع  ها به نحو مناسب    بتوان از اين سلول   

در  .ي تحقيقــاتي و درمــاني اســتفاده كــرددر كاربردهــا
حال در زمينه تهيه بانك سلولي       هتمامي مطالعاتي كه تا ب    

هـاي زنـده و ايجـاد     ل انجام گرفتـه، كـاهش تعـداد سـلو     
عنـوان   هتمايزهاي ناخواسته در طول كرايوپرزرويـشن ب ـ      

هاي  دو مشكل اساسي در نگهداري طولاني مدت سلول       
بـراي رفـع    . )22-24( اسـت  بنيادي مورد توجه قرار گرفته    

هاي مختلفـي بررسـي و پيـشنهاد          تكنيك ،اين مشكلات 
يكــي از تكنيــك هــاي جديــد كــه در     . شــده اســت 
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اي اخيـر   ه ـ هاي مختلف در سـال     كرايوپرزرويشن سلول 
ها  ، استفاده از بسترها و داربست     مورد استفاده قرار گرفته   

 كـه شـامل مـواد مختلـف         (Niche) كنُـام سـلولي    .است
هـاي   هاي ماتريكس خارج سلولي، فاكتور     وتيئنمانند پر 

رشد و ساير عوامل است، نقش بـسيار مهمـي در رشـد،             
هــاي بنيــادي   تمــايز و عملكــرد فيزيولوژيــك ســلول   

بتوانـد   از اين رو استفاده از شرايط خاصي كـه           )22(دارد
ــد   ــي رش ــيط طبيع ــلولمح ــين   س ــادي را در ح ــاي بني ه

در بهبـود رونـد     توانـد    كرايوپرزرويشن تقليد نمايد، مـي    
. ها نقش مهمـي داشـته باشـد        كرايوپرزرويشن اين سلول  

ــر روي ســلول  هــاي  مطالعــات مختلفــي در ايــن زمينــه ب
هـا سـلول هـا قبـل از          مختلف صورت گرفتـه كـه در آن       

هـاي مختلـف و بـه شـكل          كرايوپرزرويشن در داربـست   
از اين  . )24 ،23(اند منجمد و طولاني مدت نگهداري شده     

 منجـر بـه     ،هـا  سلولهاي مشابه با كنام      ترو وجود داربس  
هــاي زنــده و كــاهش تمايزهــاي  افــزايش تعــداد ســلول

ناخواسته پـس از كرايوپرزرويـشن سـلول هـاي بنيـادي            
  .گردد مي

ــا اســتفاده از روشحاضــر مطالعــه  هــاي رايــج در  ب
كـارگيري مـواد مختلـف       هكرايوپرزرويشن سلولي و با ب    

ــواني ، ســر(DMSO, Glycerol)محــافظ انجمــاد  م حي
(FBS) محــيط كــشت ســلول ،(DMEM) و اســتفاده از 

تليـال   هـاي اپـي    پرده آمنيون به عنوان كنام طبيعي سـلول       
ثير شرايط مختلف كرايوپرزرويشن  بر     أآمنيون انساني، ت  

 و بيــان مــاركر پرتــواني (Viability)ميــزان زنــده بــودن 
(Oct-4) تليال آمنيون انساني پس از انجام       هاي اپي   سلول

ــدت  مر ــولاني م ــداري ط ــشن و نگه    احــل كرايوپرزروي
  .بررسي گرديد)  ماه12(

  

  ها مواد و روش
  جمع آوري بافت

ــه ــزارين   نمون ــزاي آن از س ــت و اج ــاي جف ــاي  ه ه
 36و  35هـاي    مـادراني كـه در هفتـه   (Elective)انتخابي 

االله  هاي عرفـان و آيـت      بارداري قرار داشتند، از بيمارستان    

ــه گر  ــران تهي ــاني ته ــدطالق ــست. دي ــيش از آن ت ــاي  پ ه
 ،  HIVهاي عفـوني ماننـد       سرولوژيكي مربوط به بيماري   

HCV   ، HBV         و سيفليس بر روي مادران انجام گرفت و 
هاي عفوني فـوق سـالم بودنـد         مادراني كه از نظر بيماري    

اطلاعات لازم براي استفاده از جفـت       . وارد مطالعه شدند  
ها اخـذ    ز از آن  به والدين ارائه شد و فرم رضايت كتبي ني        

  .گرديد
سـازي   جفت به محض انجام جراحي و خـارج        بافت

ــسفات     ــافر فـ ــاوي بـ ــتريل حـ ــروف اسـ ــدن در ظـ   از بـ
 µg/ml50 پنـــي ســـيلين و  µg/ml50 و (PBS)ســـالين 

 بـه   سـريعاً  C °4استرپتومايسين قرار داده شد و  در دماي         
كليـه مراحـل بعـدي كـار در          .آزمايشگاه منتقـل گرديـد    

صـورت   ه در زير هود كشت سلولي و ب       محيط آزمايشگاه 
ــد  ــام ش ــتريل انج ــانيكي   . اس ــا روش مك ــون ب ــرده آمني پ

(Peeling)           از كوريون جفت جداسـازي شـده و چنـدين 
شستـشو داده   ) C °4(بار توسط بافر فسفات سـالين سـرد         

.  از روي آن شـسته شـوند       هـاي خـوني كـاملاً      شد تا لكـه   
اد كـه نقـاط     دست آمده از مطالعات اوليه نـشان د        هنتايج ب 

تاخورده و چروكيده شده بافت پس از كرايوپرزرويـشن         
بـه منظـور جلـوگيري از      .  كمتري دارنـد   viabilityمقدار  

ها به همراه داربـست      اين مشكل در گروه هايي كه سلول      
شدند پس از شستشوي كامل، بافـت بـر روي           استفاده مي 

شــد كــه ســمت  غــشاهاي نيتروســلولز طــوري پهــن مــي 
به سمت بـالا قـرار گيـرد و سـپس بافـت بـه             تليوم آن    اپي

 متــر بريــده و اســتفاده  ســانتي5/0 × 5/0قطعــات بــا ابعــاد 
به منظور يكسان كردن شرايط در هر دو        گرديد همچنين    

هـاي   گروه بـا داربـست و بـدون داربـست، تعـداد سـلول             
تليالي روي پرده آمنيـون در زيـر ميكروسـكوپ فـاز             اپي

يك مساحت خاص   معكوس با عدسي چشمي مدرج در       
شمارش شد و به همان تعداد سلول در گروه هاي بـدون            

هـا در    تعـداد سـلول   . داربست مورد استفاده قـرار گرفـت      
 بـود و    2×107طـور ميـانگين      هپرده آمنيون با ابعاد فوق ب ـ     

غلظت نهايي گروه بدون داربـست نيـز بـا توجـه بـه ايـن                
  .نتايج تنظيم گرديد
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  جداسازي سلول
 پــرده ،تليــال آمنيــوني هــاي اپــي بــراي جداســازي ســلول

تر تقسيم و براي هضم آنزيمي   كوچك قطعات بهآمنيون
ــول -Sigma( Trypsin-EDTA )%0.15 (در محلــــــــ

Aldrich (قــرار گرفــت)كليــه هاز ايــن مرحلــبعــد  .)20، 7 
 هضم آنزيمي در سه     .شد انجام C °37  در دماي  عمليات

 هـضم  اول مرحلـه  از حاصل مواد .مرحله صورت گرفت  
 آمنيـون  پـرده  زوائـد  بيشتر كه دقيقه   10به مدت    نزيميآ

هـضم  مجمـوع    محلول حاصل از     ،شد ريخته دور ،بودند
 دقيقـه طـول     40دوم و سوم كه هركـدام        مراحلآنزيمي  

سانتريفيوژ  rpm 2300دقيقه با سرعت  10مدت به كشيد 
 PBS سـپس در     وآوري     جمـع  ،هاي حاصل    و سلول  هشد  

 تعـداد   .اسـتفاده قـرار گرفـت     به شكل سوسپانسيون مورد     
سلول در سوسپانـسيون فـوق طـوري تنظـيم گرديـد كـه              

 سـلول در    2×107ها در هر ويال كرايو       تعداد نهايي سلول  
وه بـا داربـست     برابر تعداد سلول هـا در گـر       (ليتر   هر ميلي 

  .باشد) پرده آمنيون
  

  گروه هاي مطالعه
 شـامل دو    مطالعه حاضـر  هاي مورد بررسي در      گروه

  :كه عبارتند ازند صلي بودگروه ا
ــست   -1 ــدون دارب ــلول ب ــروه س ــروه  : گ ــن گ در اي
شده از پرده آمنيـون بـه        تليال آمنيوني جدا   هاي اپي  سلول

ــسيون ســلولي محلــول در    اســتفاده PBSصــورت سوسپان
هـا اضـافه     شدند و مواد لازم براي كرايوپرزرويشن به آن       

ر  ميلي ليتري در كرايوتيـوب قـرا        يك هاي شد و با حجم   
ثير  هــدف از انتخــاب ايــن گــروه بررســي تــأ.داده شــدند

 ، محــيط كــشت  FBSشــرايط و مــواد مختلــف ماننــد    
DMEM  (Invitrogen) ،DMSO (Sigma-Aldrich) و 

  تليال آمنيون   هاي اپي  گليسرول در كرايوپرزرويشن سلول   
ــود  ــساني ب ــلي    . ان ــته اص ــه دس ــامل س ــروه ش ــابراين گ بن

(DMSO, Glycerol, DMSO+Glycerol)  ــه ــود ك  ب
 نشان داده   1  شماره جدول ها در  جزئيات هريك از گروه   

 دقيقـه در  5كه ويـال هـا بـه مـدت      پس از اين . شده است 

 سـاعت در  24دماي محـيط نگهـداري شـدند، بـه مـدت       
 بـه    ساعت سـريعاً   24 و پس از     ه قرار گرفت  -C °80فريزر  

 مــاه 12پـس از   .تانـك نيتـروژن مـايع انتقـال داده شـدند     
ها از نيتروژن مايع خـارج و در دمـاي محـيط             كرايوتيوب
 در  Oct-4درصد زنده ماندن و بيان نـشانگر        . ذوب شدند 

گيـري شـد و      ها بعد از كرايوپرزرويشن انـدازه      همه نمونه 
بـراي  .  بررسـي گرديـد    ANOVAنتايج حاصل بـا روش      

 ،هـاي آمـاري    دست آوردن نتايج قابل قبـول و مقايـسه         هب
صـورت مـستقل     هب جفت   12ي به دست آمده از      نمونه ها 

 . انجام شد،تكرار) n=5( بار 5بررسي و براي هر گروه 
در ايـن گـروه از پـرده        : گروه سلول با داربـست     -2

بدين منظور قطعات بـافتي     . استفاده شد دار  آمنيون سلول   
تهيه شده با شرايط و مـواد مختلـف كـه جزييـات آن در               

. نـد  نشان داده شـده كرايـوپرزرو گرديد       1  شماره جدول
يـك   بـه    PBSحجم نهايي محتويات كرايوتيـوب توسـط        

شرايط كرايو پرزرويشن اين گروه     . ميلي ليتر رسانده شد   
همچنـين  .  مشابه با گروه سلول بدون داربـست بـود        كاملاً

ــه  ــن گــروه از نمون ــ در اي ــده از همــان   ههــاي ب دســت آم
هاي گروه سلول بدون داربـست و بـا همـان تعـداد               جفت

تا بتوان خطا هـاي احتمـالي را كـاهش          ر استفاده شد    كرت
داد و تاثير شرايط مختلف كرايوپرزرويـشن را در ميـزان           

،  در دو گـروه    Oct‐4زنده بودن سلول هـا و بيـان مـاركر           
 )Tukey Post-Test( از آزمــون. نمــودبهتــري مقايــسه 

ANOVA آماري استفاده شدمحاسبات براي .  
  

  Viabilityروش هاي بررسي 
هـا از دو روش       زنده بودن سـلول    براي بررسي ميزان  

  :استفاده گرديد
در ايـــن  : Trypan blueروش رنـــگ آميـــزي  -1

روش از محلول تريپان بلو براي غربالگري اوليـه اسـتفاده      
هـاي   ها و سوسپانسيون هايي كه درصد سـلول     و بافت  شد

 بـود از مطالعـه حـذف         درصـد  85ها كمتر از     زنده در آن  
هاي باقي مانده بـا       در نمونه  هاي زنده  شدند و تعداد سلول   

  . مورد بررسي دقيق تري قرار گرفتMTTروش 



 
  ن          حسن نيك نژاد و همكارا                                                            پژوهشي  
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تركيب مواد استفاده شـده بـراي كرايـو پرزرويـشن         :1 شماره   جدول
سلول هاي اپي تليال آمنيـون انـساني در هـر دو گـروه سـلول بـدون                  

  .داربست و سلول با داربست
  

  ربست با و بدون داتركيب محتويات نمونه ها در هر دو گروه
DMEM(10%)  FBS(10%)  Glycerol(50%)  DMSO(10%) رديف    

○  ○  ○  ●  1  
○  ●  ○  ●  2  
●  ○  ○  ●  3  
●  ●  ○  ●  4  

DMSO 

○  ○  ●  ○  5  
○  ●  ●  ○  6  
●  ○  ●  ○  7  
●  ●  ●  ○  8  

Glycerol  

○  ○  ●  ●  9  
○  ●  ●  ●  10  
●  ○  ●  ●  11  
●  ●  ●  ●  12  

DMSO + Glycerol  

  

ن طرح شامل سه گروه اصلي بود كـه         هاي مورد بررسي در اي     گروه
، DMSO: با توجه به نوع مـاده محـافظ انجمـاد تقـسيم بنـدي شـدند       

Glycerol و DMSO+Glycerol .          به هر يك از اين گروه ها بـر اسـاس 
   . اضافه گرديدDMEMجدول بالا، افزودني هاي ديگر شامل سرم و 

  .ماده مورد نظر در نمونه موجود است) ●(
  .ظر در نمونه موجود نيستماده مورد ن) ○(

  
اســاس ايــن روش احيــاء تتــرازول :  MTT روش -2

-2,5-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3)نام   هزرد رنگ ب  

diphenyltetrazolium bromibe) ،هــاي  توســط آنــزيم
 بـا رنـگ   Formazanهـاي زنـده، بـه     ميتوكنـدري سـلول  

 نانومتر حداكثر جذب    570بنفش است كه در طول موج       
طور دقيق قبل و پس از       ههاي زنده ب   درصد سلول . را دارد 

 قـــرار كرايوپرزرويـــشن بـــا ايـــن روش مـــورد بررســـي
  ).7(گرفتند
  

  ايمونو سيتوشيمي
هاي اختصاصي   بادي در اين روش با استفاده از آنتي      

تليـال آمنيـون انـساني       هـاي اپـي    بر عليه ماركر هاي سلول    
ــروتئين ــان پ ــاي  بي ــOct-4 و Pancytokeratinه ابي  ارزي

 از Pancytokeratinبــــراي بررســــي مــــاركر . شــــدند
ــي ــادي  آنت  Monoclonal Anti-Pan Cytokeratinب

(Sigma-Aldrich)   كونژوگــه شــده بــا FITC بــراي و 
  آنتـــــي بـــــادي اوليـــــه  از Oct-4بررســـــي مـــــاركر 

Anti-POU5F1 (Sigma-Aldrich)بـادي ثانويـه     و آنتي

Goat anti-rabbit IgG (Chemicon) ده  كونژوگـه ش ـ
ــتفاده شــد  ــين اس ــا رودام ــبه درصــد  . ب ــور محاس ــه منظ ب

هــاي بيــان كننــده پــروتئين، رنــگ آميــزي هــسته   ســلول
 . صورت گرفتDAPI (Sigma-Aldrich)ها توسط  سلول

هاي كنترل مثبت و منفـي بـراي كنتـرل           همچنين از گروه  
  .)7(مراحل ايمونوسيتوشيمي استفاده شد

  
  كنترل ميكروبي بانك سلولي

كليه مراحل تهيـه و آمـاده سـازي بافـت و            كه   با اين 
هـا در شـرايط اسـتريل انجـام          جداسـازي سـلول   همچنين  

ــا  ــت، ام ــه جهــت گرف ــودگي ب ــال وجــود آل ــاي  احتم ه
خصوص هنگام تهيه بافت و انتقـال        هناخواسته ميكروبي ب  

هـاي ميكروبـي     ايـن آلـودگي  و اين كه آن به آزمايشگاه    
 ميـــزان هـــا را بـــه  ســـلولviabilityتوانـــد درصـــد  مـــي

هـا قبـل و      ها و سـلول    چشمگيري كاهش دهد، همه بافت    
بعد از كرايوپرزرويشن از نظـر وجـود عوامـل ميكروبـي            

ــاكتري( ــا  ب ــارچ ه ــا و ق ــر بررســي و در   ) ه ــرح زي ــه ش ب
آلــودگي از گــروه مطالعــه مــوارد تثبيــت تــرين  كوچــك

  .حذف شدند
  

هاي كشت براي بررسي آلودگي باكتريايي و        محيط
 :قارچي شامل

 بــراي Trypticase soy brothمحــيط كــشت ) فالــ
هاي گرم مثبت    فراهم كردن شرايط رشد هوازي براي گونه      

  .ها هوازي اختياري و قارچ و گرم منفي هوازي و بي
كـردن    بـراي فـراهم  Blood agarمحيط كشت ) ب

هاي گرم مثبـت هـوازي و        شرايط رشد مغذي براي گونه    
  .هوازي اختياري بي

 - براي فراهمThioglycollate brothمحيط كشت ) ج
  .هوازي اجباري هاي بي كردن شرايط رشد براي گونه

 براي Sabouraud’s dextrose agarمحيط كشت ) د
  . ها فراهم كردن شرايط رشد مغذي براي قارچ

هــاي مــورد مطالعــه، مقــداري از     در همــه گــروه 
هـاي فـوق     هـا در محـيط     هاي سلولي و بافت    سوسپانسيون
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 روز انكوبه   14 به مدت    C°15 و   C°37 كشت و در دماي   
  هــاي كــشت بــه ترتيــب پــس از گذشــت  محــيط. شــدند

 روز از نظـر رشـد ميكروبـي         14 ساعت و    72 ساعت،   24
  .ندبررسي گرديد

  

  ها يافته
ــايج حاصــل از بررســي مــاركر    Pancytokeratinنت

تليال آمنيون انساني پـس      هاي اپي  سلولهمه  نشان داد كه    
 كنند كـه بيـانگر      را بيان مي   Pancytokeratinاز جداسازي   

ــه   جداســازي صــحيح ايــن ســلول  هــا و عــدم آلــودگي ب
  ).الف1 - شمارهتصوير(باشد  هاي مزانشيمال مي سلول

  

  
  

 بر عليه FITCواكنش آنتي بادي كونژوگه شده با : الف :1 شماره تصوير
: ب.  در سلول هاي اپي تليالي آمنيون انسانيPancytokeratinماركر 
ش آنتي بادي ثانويه كونژوگه شده با رودامين با آنتي بادي اوليه بر واكن

 در سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني قبل از Oct-4عيله ماركر پرتواني 
  .(Scale bar = 50µm) كرايوپرزرويشن 

  

  
 72تصويري از نتايج كشت ميكروبي منفي پس از  :2 شماره تصوير

 Trypticaseدر محيط كشت )  الف؛C°37ساعت انكوباسيون در دماي 

soy broth،در محيط كشت )  بSabouraud’s dextrose agar.  
  

تليــال آمنيــون  هــاي اپــي  ســلول مانــدندرصــد زنــده
ــه دو روش   ــساني بــ ــل از Trypanblue و MTTانــ  قبــ

بـيش  و نتايج حاصل نـشان داد،       كرايوپرزرويشن بررسي   
اني پـس   هاي اپي تليال آمنيون انـس       درصد از سلول   94از  

درصـد  . از جداسازي از پرده آمنيون قدرت حيات دارند       
هــاي  هــاي زنــده پــس از كرايوپرزرويــشن ســلول  ســلول
ــا روش  اپــي  در و بررســي MTTتليــال آمنيــون انــساني ب

گروهي كه سلول ها بـه همـراه داربـست نگهـداري مـي              
ــساني پــس از   شــدند، ســلول هــاي اپــي  ــون ان ــال آمني تلي

 سپس مـورد ارزيـابي قـرار        وكرايوپرزرويشن جداسازي   
هـاي   در گروه سلول بدون داربست درصد سلول       .گرفتند

تليال آمنيـون انـساني      هاي اپي   سوسپانسيون سلول  درزنده  
 نتايج حاصل به همـراه    و  پس از كرايوپرزرويشن بررسي     

  قبــل از كرايــو پرزرويــشن   هــاي زنــده   درصــد ســلول 
(Fresh cell)ه استنشان داده شد 1  شماره در نمودار.  

  
  

پــس از  و هــاي زنــده قبــل مقايــسه درصــد ســلول :1نمــودار شــماره 
 هاي اپي تليال آمنيون انساني در گروه بـدون        كرايوپرزرويشن در سلول  

داري   داراي تفاوت معني   DMSO+FBS+DMEMتركيب  . داربست
 با اينحال در اين گروه كاهش  ). p<0.05(باشد   ها مي  نسبت به ساير گروه   

هاي قبل از كرايـوپرزرو      ها نسبت به سلول     ماندن سلول  دار زنده  معني
  ) p<0.01(  .شود مشاهده مي

  
اي كـه مـاده محـافظ         دسـته  همچنين نتايج نـشان داد    

ــاد ــامل  ،انجم ــط ش ــودDMSO فق ــد  . ب ــالاترين درص  ب
 و FBS از مــواد  كــه توســط تركيبــي،هــاي زنــده ســلول

DMEM  و كمتــرين ) %4.6±62.2(دســت آمــد  هبــبــود
هايي بود كه فقط حـاوي        در ويال  ،لول هاي زنده  ميزان س 
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DMSO ها كـه مـاده محـافظ        اي از نمونه   در دسته .  بودند
هـاي زنـده      درصد سلول  بودانجماد فقط شامل گليسرول     

 در  گرديـد و   مشاهده   DMSOهاي حاوي    كمتر از گروه  
هــا در حــضور هــر دو مــاده محــافظ  اي كــه ســلول دســته

 شــده بودنــد ي  و گليــسرول نگهــدار DMSOانجمــاد 
 ،هاي زنده پـس از كرايوپرزرويـشن       بالاترين ميزان سلول  

 كـه عـلاوه بـر مـواد محـافظ           ندهايي ديـده شـد     در نمونه 
.  بودنـــدDMEMو  FBSانجمـــاد، حـــاوي تركيبـــي از 

تليـال آمنيـون     هـاي اپـي    سلول درگروه سلول با داربست،   
 مشابه با    در شرايط كاملاً   ،انساني بدون جداسازي از بستر    

هـاي   سلولدرصد ميزان ه بدون داربست نگهداري و      گرو
 بـه    كـه نتـايج آن     نـد زنده پـس از يكـسال بررسـي گرديد        

هـاي زنـده قبـل از كرايوپرزرويـشن          همراه درصد سـلول   
(Fresh cell)نشان داده شده است2  شماره در نمودار .  

  

  
  

 پــس از  قبــل ومقايــسه درصــد ســلول هــاي زنــده: 2نمــودار شــماره 
ن در سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني در گروه  بـا    كرايوپرزرويش

تفاوت معني داري بين سلول هاي تـازه تهيـه    .( P<0.05)داربست 
و سلول هاي كرايو شـده بـر روي داربـست در گـروه              ) Fresh(شده  

DMSO+FBS+DMEMوجود ندارد .  
  

ــاده  DMSOاي كــه فقــط از  در دســته ــوان م ــه عن  ب
هاي   كمترين ميزان سلول   وده ب محافظ انجماد استفاده شد   

در آن   ديده شد كه فقط ماده محافظ        هايي گروهزنده در   
هــاي زنــده در  حــضور داشــت و بيــشترين درصــد ســلول

 عـلاوه بـر مـاده محـافظ،     كـه  مشاهده گرديد هايي   حالت
بــه آن هــم DMEM  و محــيط كــشت FBSتركيبــي از 

در نمونه هـايي كـه حـاوي        . (4.8±77.9)اضافه شده بود    
DMSO+FBS و DMSO+DMEMــد بود ــد نــ ، درصــ

گـزارش  درصـد   2/30 و   4/23هاي زنده به ترتيـب       سلول
 DMSO+هاي كه از گليسرول و گليـسرول       در دسته . شد

به عنوان عوامـل محافظـت از انجمـاد اسـتفاده شـده بـود               
 از  هاي زنده پس از كرايوپرزرويـشن كمتـر        درصد سلول 
  . بودDMSOگروه حاوي 

هـاي   ي ناخواسـته سـلول    به منظـور بررسـي تمايزهـا      
 مـدت در  درازتليال آمنيون انساني در حين نگهداري       اپي

 در Oct-4 درصــد بيــان مــاركر پرتــواني  ،بانــك ســلولي
هاي زنـده را داشـتند،       هايي كه بيشترين ميزان سلول     نمونه

 نتـايج   وآميـزي ايمونوسيتوشـيمي بررسـي        با روش رنگ  
هـا   لاز ايـن سـلو    درصـد    7/14±1/3نشان داد كه    حاصل  

در . ماركر فوق را قبل از كرايوپرزرويشن بيان مـي كننـد       
تليــال  هــاي اپــي  ســلولاز ب نمونــه اي -1  شــمارهشــكل

كننـد نـشان    آمنيون انساني كه ماركر پرتواني را بيـان مـي    
با توجه به شرايط مختلف نگهداري كـه         .داده شده است  

در گروه سلول بدون داربست ايجاد شد و نتـايج حاصـل            
 در  Oct-4هاي زنده، ميـزان بيـان مـاركر           سلول از درصد 
 به همراه DMEM و FBSهايي كه تركيبي از مواد      حالت

هـا وجـود دارنـد،       مواد محافظ انجمـاد در محـيط سـلول        
بررسي گرديد و نتايج حاصل از آن به همراه درصد بيان           

Oct-4  قبل از كرايوپرزرويـشن (Fresh cell) در نمـودار  
 پـس   Oct-4درصد بيان ماركر    .  شده است  نشان 3 شماره

هـا كـه فقـط از        اي از سـلول    از كرايوپرزرويشن در دسـته    
ها استفاده   ماده گليسرول براي محافظت از انجماد در آن       

طـوري كـه در      ه ب ـ ،دست آمـد   ه مقدار ب  ترين كمشده بود   
ــسرول،    ســلول ــايي كــه در محــيط حــاوي گلي  و FBSه

DMEM   شده بودند ميزان بيـان مـاركر       نگهداري Oct-4 
از سوي ديگـر بـالاترين ميـزان        . رسيددرصد   4به حدود   

ــاركر   ــان م ــلولOct-4بي ــا  در س ــه از  يي ه ــد ك ــده ش دي
DMSO     هـا اسـتفاده     ن آدر    به عنوان ماده محافظ انجماد



  وني بر پرده آمنشنيوپرزروياثرات كرا
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 در  Oct-4در ايـن دسـته بيـشترين درصـد بيـان            . شده بود 
 و DMSO ،FBSهــا در  حــالتي گــزارش شــد كــه ســلول

DMEM نتـايج حاصــل همچنــين  . ند نگهـداري مــي شــد
 و  DMSOهـا كـه از       اي از سـلول    نشان داد كـه در دسـته      

گليسرول به همـراه هـم بـه عنـوان مـواد محـافظ انجمـاد                
 كمتـر از    Oct-4طور كلي بيـان مـاركر        هشد، ب  استفاده مي 

  . به تنهايي استفاده شودDMSOحالتي است كه 
  

  
  

 پـــس از  قبـــل وOct-4مقايـــسه درصـــد بيـــان  :3نمـــودار شـــماره 
كرايوپرزرويشن سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني در هر دوگـروه        

  .( p<0.05),( p<0.01) بدون داربست و با داربست
  

هايي كه به همراه بسترشان نگهداري شـده         در سلول 
  پـس از كرايوپرزرويـشن     Oct-4بودند نيز ميزان بيان ماركر      

 همـراه   ها بررسي گرديد كه نتايج حاصل از آن بـه          سلول
  قبــل از كرايوپرزرويــشن در نمــودارOct-4درصــد بيــان 

طــور كــه ديــده  همــان.  نــشان داده شــده اســت3 شــماره
  شـود در ايـن گـروه نيـز بيـشترين ميـزان بيـان مـاركر                  مي

Oct-4  شود كه در محيطي حاوي   هايي ديده مي    در سلول
DMSO  ،FBS   و DMEM         نگهداري مـي شـدند كـه در

 Oct-4 از سلول ها مـاركر        درصد 9/10 ± 6/2اين حالت   
 نيـز   Oct-4 مـاركر    كمترين ميزان بيـان   . كردند را بيان مي  

   FBS  ،DMEMهايي ديده شد كه با اسـتفاده از          در سلول 
  

  .و گليسرول نگهداري شده بودند
هـاي   دست آمـده از ميـزان سـلول       هبا توجه به نتايج ب    

بـا   و مقايـسه ايـن نتـايج         Oct-4زنده و ميزان بيان مـاركر       
، اخـتلاف  (Fresh cells)هـاي كرايـوپرزرو نـشده     سلول

هاي زنـده نمونـه هـاي حـاوي          داري در ميزان سلول    معني
DMSO+FBS+DMEM      در گروه سلول بدون داربست 

داشـت   وجـود    هايي كه كرايوپرزرو نشده بودنـد      با سلول 
)05/0< p(   هاي زنده در  ، در صورتي كه در درصد سلول

اختلاف معني   سلول با داربست     هاي مشابه در گروه    نمونه
 نتـايج حاصـل     Oct-4 در مورد بيان     .نداشتوجود  داري  

 در گــروه بــا داربــست Oct-4نــشان داد كــه ميــزان بيــان 
هـاي قبـل از كرايوپرزرويـشن        داري با سلول   تفاوت معني 

، در حـالي كـه بيـان ايـن مـاركر در گـروه بـدون                 شتهندا
را  اريد معنـي داربست پـس از كرايوپرزرويـشن كـاهش         

بـراي بررسـي     ).3  شماره نمودار( )p >05/0(دهد   نشان مي 
هـاي اپـي    اثرات مواد محافظ در كرايوپرزرويـشن سـلول   

هايي كـه     در نمونه  Oct-4تليال آمنيون انساني، ميزان بيان      
مـاده محـافظ انجمـاد     +FBS+DMEMهـا    در تركيب آن  

بود، در هر دو گروه سلول با داربـست و بـدون داربـست              
از در گروهــي كــه  ). 3  شــمارهنمــودار( شــد مقايــسه

داري نسبت به گروه     گليسرول استفاده شده كاهش معني    
DMSO    در بيان Oct-4     01/0 ( ديده مـي شـود< p(.   ايـن 

وضعيت در هـر دو گـروه بـا و بـدون داربـست مـشاهده                
 در گروه سلول بـدون      ،دهد اين يافته ها نشان مي    . ديگرد

ــه ــست، نمون ــب  دارب ــه در تركي ــايي ك ــا   آنه  DMSOه
كار رفتـه اسـت    هعنوان ماده محافظت كننده از انجماد ب   هب

 گليــسرول تمايزهــاي ناخواســته نــسبت بــه گــروه حــاوي
  .دارند كمتري
  

  بحث
 ،يكــي از چــشم انــدازهاي بــسيار مهــم در پزشــكي 

هـاي نـوين ماننـد سـلول درمـاني جهـت             استفاده از روش  
ن از سـوي ديگـر بـا روشـن شـد          . ها اسـت   درمان بيماري 

هـــاي بنيـــادي و  زوايـــاي مختلـــف بيولوژيـــك ســـلول
هـا، نحـوه نگهـداري و اسـتفاده از        هاي بـالقوه آن    پتانسيل
هاي بنيـادي يكـي از مباحـث مهمـي اسـت كـه در              سلول

در . اي قـرار گرفتـه اسـت    سراسر دنيـا مـورد توجـه ويـژه     
هــاي  همــين راســتا تهيــه بانــك ســلولي مناســب از ســلول
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ا در سراسـر دنيـا بـه چـالش          بنيادي دانشمندان مختلفـي ر    
كــشيده و بــدين منظــور تحقيقــات وســيعي در زمينــه      

هـا در حـال     نگهداري طولاني مـدت سـلول      و سازي بهينه
از مـشكلات عمـده نگهـداري طـولاني         . مي باشـد  انجام  

تـوان بـه     هايي كه خواص بنيـادي دارنـد مـي         مدت سلول 
هاي زنـده و تمايزهـاي ناخواسـته در          كاهش تعداد سلول  

هـدف مطالعـه    . ها اشاره كـرد    زمان نگهداري سلول  طول  
بررسي اثر داربست آمنيـون در كرايوپرزرويـشن        حاضر،  
تليـال آمنيـون انـساني بـه منظـور افـزايش             هاي اپـي   سلول

ه هاي زنده و كاهش ميزان تمايزهاي ناخواست       تعداد سلول 
حاضـر،  اولين هدف مطالعه     .بودپس از كرايوپرزرويشن    

نيــون بــه عنــوان داربــست ســلولي در اســتفاده از پــرده آم
. تليال آمنيون انساني بـود     كرايوپرزرويشن سلول هاي اپي   

هـا بـر روي      ، كرايوپرزرو كردن سـلول    حاصلهطبق نتايج   
بستر طبيعيـشان باعـث افـزايش مانـدگاري در مقايـسه بـا              

ايـن نتـايج در راسـتاي       . گـردد  سلول هاي جدا شـده مـي      
هـا    انجماد سلول  هايي است كه حضور بستر براي      گزارش

بـر  ،  )2000( و همكاران    Liu مطالعه. دانند را ضروري مي  
ــلول ــت   روي س ــاي فيبروبلاس ــشان داد، ه ــد،  ن ــام ش انج

هايي كه در بستر سه بعـدي قـرار داده شـده بودنـد               سلول
در . )25(هاي فاقد بستر، زنده ماندنـد      نسبت به سلول  بيشتر  

 )2002(  و همكـاران Birrauxمطالعه ديگري كه توسـط  
هاي كبدي به شكل سـاندويجي بـين     سلول ،انجام گرديد 

دو لايــه كــلاژن قــرار داده و پــس از نگهــداري طــولاني 
همچنــين هــاي زنــده و   افــزايش در تعــداد ســلول،مــدت

افــزايش در عملكــرد ترشــحي پــس از كرايوپرزرويــشن 
ثير مثبـت داربـست     أ نتايج بيانگر ت   مشاهده گرديد كه اين   

، )2004(  و همكـاران  Linمطالعـه همچنـين، در  . )24(بود
 قرار  Matrigelهاي بنيادي جنيني قبل از انجماد در         سلول

هاي زنده  داده و سپس كرايوپرزرو شدند كه تعداد سلول      
طور چشمگيري افـزايش     هپس از نگهداري به اين شيوه ب      

هــايي كــه بــه شــكل  و همچنــين درصــد ســلولنــشان داد 
كردنـد   يز پيدا مـي   ناخواسته در طول كرايوپرزرويشن تما    

در اكثر مـوارد    استفاده از داربست ها     . )23(داشتكاهش  

ــزايش بهــره وري كرايوپرزرويــشن مــي شــود  . باعــث اف
ها بـر    نشان داد كرايو كردن سلول    حاضر  طالعه  مهمچنين  

 مي تواند باعث كاهش تمايز هـاي ناخواسـته          ،روي بستر 
  و هـا بـه روش انجمـاد گـردد         در پروسه نگهداري سـلول    

اين نشانگر يكـي    .  استفاده گرديد  Oct-4 از   ،ين منظور بد
از مجموعه فاكتورهاي همانندسازي سـلول هـاي انـساني          

هاي بنيادي كه خاصيت پرتواني دارند       است كه در سلول   
شود و يكي از ماركرهاي شناسايي سـلول هـاي           ديده مي 

بـراي توجيـه    . )26(بنيادي تمايز نيافته و پرتوان مـي باشـد        
ربـست آمنيـون در كرايوپرزرويـشن طـولاني         اثر مثبت دا  
تـوان دلايـل    تليال آمنيون انساني مـي     هاي اپي  مدت سلول 

كه استفاده از آمنيون     از جمله اين  . مختلفي را مطرح نمود   
هـاي   تواند شرايط طبيعي زندگي سـلول  به عنوان كنام مي   

تليــال آمنيــوني را در طــول كرايوپرزرويــشن حفــظ   اپــي
هـاي مـاتريكس     بافتي غني از پروتئين   پرده آمنيون   . نمايد

، فيبـرونكتين،   IV و   Iخارج سـلولي ماننـد كـلاژن تايـپ          
ها   و حضور اين پروتئين    )27(لامينين، پرلكان و غيره است    

تواند  تليالي مي  هاي اپي  به عنوان عوامل اصلي كنام سلول     
ــشن    از آســيب هــاي ايجــاد شــده در طــول كرايوپرزروي

ئيـد نتـايج    أعلاوه بر ت  حاضر  عه   مطال نتايج. ها بكاهد  سلول
مطالعاتي كه قبلا در اين راستا صورت گرفته بـود، پـرده            
ــد      ــد در رون ــست جدي ــك دارب ــوان ي ــه عن ــون را ب آمني

بـديهي اسـت    . نمايد كرايوپرزرويشن سلول ها معرفي مي    
 در زمينـه اسـتفاده از پـرده         وسـيع تـر   كه انجام مطالعـات     

ول هـا نيـز     آمنيون در نگهداري طولاني مـدت سـاير سـل         
يكـي ديگـر از اهـداف مطالعـه      .ضروري به نظر مي رسد   

 و گليــسرول در DMSOبررســي اثــرات حــضور حاضــر 
هـاي اپـي تليـال آمنيـون         نگهداري طولاني مـدت سـلول     

 هـايي  نمونـه  داد نشان هاي مطالعه حاضر   يافته. انساني بود 
 پرتــواني ،دارد وجــود گليــسرول هــا آن تركيــب در كــه

ــلول ــاي سـ ــي هـ ــ اپـ ــون التليـ ــساني آمنيـ ــول در انـ  طـ
 حـضور  همچنـين . دارد بيـشتري  كاهش كرايوپرزرويشن

ــسرول ــشن در گلي ــلول كرايوپرزروي ــاي س ــي ه ــال اپ  تلي
 هـاي  سـلول  تعـداد  كاهش باعث تواند مي انساني آمنيون
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 در مـورد اسـتفاده از مـواد محـافظ انجمـاد،             .گـردد  زنده
 مواد مختلفي . مطالعات بسيار زيادي صورت گرفته است     

بـــراي جلـــوگيري از تـــشكيل كريـــستال هـــاي يـــخ و  
ــيب ــشن    آس ــي از آن در كرايوپرزروي ــلولي ناش ــاي س ه

شود كه انتخاب نوع ماده بـا توجـه بـه            سلولي استفاده مي  
نوع سـلول، نحـوه انجـام كرايوپرزرويـشن، مـدت زمـان             

نتـايج  . )28(نگهداري سـلول و غيـره انتخـاب مـي گـردد           
ــت و من    ــرات مثب ــورد اث ــضي در م ــتفاده از  متناق ــي اس ف

 در كرايوپرزرويشن سلول ها وجود      DMSOگليسرول يا   
ثر در اين زمينه مي توان بـه ميـزان          ؤاز عوامل م  . )28(دارد

نفوذپــذيري مــاده محــافظ بــه درون ســلول، نــوع ســلول، 
غلظت مواد محافظ، مكانيسم محافظت در برابر انجماد و         

 ماده  نظر مي رسد   ه ب در نهايت چنين  . )29(غيره اشاره كرد  
 بـر   مـي بايـد   جلوگيري كننـده از تـشكيل كريـستال يـخ           

  .اساس نوع سلول تعيين گردد
  توان نتيجه گيـري كـرد كـه آمنيـون بـه             در پايان مي  

  

هـاي اپـي تليـال       عنوان يك داربست طبيعي و كنام سلول      
تواند نقش مثبتـي در كرايوپرزرويـشن        آمنيون انساني مي  

توانـد از     آمنيـون مـي    اسـتفاده از  . ها داشته باشد   اين سلول 
ها جلوگيري   مرگ و مير ناشي از كرايوپرزرويشن سلول      

بـا انجـام    . هـا را حفـظ نمايـد       كرده و قدرت پرتـواني آن     
توان پـرده آمنيـون را        مي ، در اين زمينه   وسيع تر مطالعات  

هـاي   به عنـوان داربـست جديـدي در تهيـه بانـك سـلول             
  .مختلف معرفي نمود

  

  سپاسگزاري
 هـاي   پرسنل محترم اتاق عمل بيمارستان     وسيله از  بدين

خصوص سركار خانم دكتـر      هعرفان و آيت االله طالقاني ب     
نيرومنش و  سركار خانم يوسفي كمال قدرداني و تشكر          

ايــن مطالعــه بــا حمايــت مــالي مركــز . آيــد عمــل مــي هبــ
تحقيقــات نـــانوتكنولوژي پزشــكي و مهندســـي بافـــت   

  .رديددانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام گ
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