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Abstract 
 

Background and purpose: Recent studies have demonstrated the promising effects of mesenchymal 
stem cells (MSCs) in some neurodegenerative diseases and proved their neuroprotective effects. But, the 
detailed pathways and the ability of MSCs from various sources has not been fully investigated. 

Materials and methods: Here, we isolated MSCs from two sources; adipose tissue and dental pulp, 
and compared the neuroprotective effects of adipose derived stem cells-conditioned media (ADSCs-CM) and 
dental pulp derived stem cells-conditioned media (DPSCs-CM) on SH-SY5Y cells exposed to Cobaltous 
chloride(CoCl2) as a model of hypoxia-induced neural damage. SH-SY5Y cells exposed to CoCl2 were treated 
with ADSCs-CM and DPSCs-CM and the cell viability, apoptosis, and cellular damage were determined by 
AlamarBlue® assay, propidium iodide (PI) test, and lactate dehydrogenase (LDH) assay, respectively. 

Results: According to AlamarBlue® results, both ADSCs-CM and DPSCs-CM showed 
protective effects on SH-SY5Y cells exposed to CoCl2 at 0.6 mM for 12 and 24 h. Furthermore, ADSCs-
CM could protect SH-SY5Y cells against hypoxic condition more intensively at all CoCl2 concentrations 
and various incubation incubation periods (P<0.01 and P<0.001, respectively). However, there were no 
significant differences between ADSCs-CM and DPSCs-CM. Also, ADSCs-CM and DPSCs-CM could 
considerably reduce the LDH release and apoptotic cells when SH-SY5Y cells were exposed to 0.6 mM 
CoCl2 for 24 h. 

Conclusion: The study indicated that both ADSCs-CM and DPSCs-CM have neuroprotective 
effects on hypoxic SH-SY5Y cells through reduction of apoptotic cells and release of LDH. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )1- 13(    1400سال     نداسف    206شماره   سی و یکم  دوره 

  1400، اسفند  206دوره سی و یکم، شماره                                 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                             2

 ــیوهشپژ
 

هاي بنیادي انسانی سلولاي اثرات محفاظت عصبی مطالعه مقایسه
 SH-SY5Yهاي مشتق شده از بافت چربی و پالپ دندان بر روي سلول

 کبالت دیکلرتحت شرایط هیپوکسی در معرض 
  

        1فرحناز احمدي
        2هدي جره

        3الهام هادي پور
        4عزت االله رضایی

        5زهرا طیرانی نجاران
  7و6زهرا سلماسی

  چکیده
 کننــدهتخریب هايدر بیماري را (MSCs) مزانشیمی بنیادي هايسلول بخشامید اثرات اخیر مطالعات و هدف: سابقه

و توانــایی  قیــدق يرهایمســحــال  ایــن بــا. بــه اثبــات رســانده اســتها را است و اثرات محافظت عصبی آنداده نشان عصبی
  است. نشده بررسی کامل طور به مختلف منابع از ها این سلول محافظت

کشــت  هــايمحــیطمحافظــت عصــبی شــد و اثــرات  جدا دندان انسان پالپ و چربی بافت از MSCs ها:مواد و روش
   هايســلول) بــر روي DPSCs-CM) و پالــپ دنــدان (ADSCs-CMچربــی ( از مشــتق بنیــادي هايدســت آمــده از ســلولهبــ

SH-SY5Y  هــا بــا عصــبی، مقایســه شــد. ایــن ســلول عنوان مــدلی از آســیبهکلرید کبالت، بمواجه شده باADSCs-CM و 
DPSCs-CM  م هاي آلاماربلو، پروپودیــواز تستبا  به ترتیبسلولی ، آپوپتوز و صدمه هاسلول یزنده مانتیمار شدند ومیزان

  یداید و لاکتات دهیدروژناز بررسی شد.
 محــافظتی کلریــد کبالــت اثــرات 6/0 غلظت و ساعت 24و 12هاي که هر دو تیمار در زمان داد نشان آلامار بلو نتایج :هایافته

 کلرید هايغلظت تمام اثرات محافظتی در طور معناداريبه تواندمی ADSCs-CM توان نتیجه گرفت کهمی همچنین .دارند
دیــده  DPSCs-CM و ADSCs-CM بــین آماري تفاوتولی  )>01/0Pو  >001/0P( ایجاد کند مختلف هايزمان و کبالت

هــاي و درصــد ســلول LDH آزادســازي تــوجهی قابــل طوربه توانست DPSCs-CMو  ADSCs-CMتیمار با  ضمن در. نشد
  .دهد کلرید کبالت کاهش 6/0ساعت و غلظت  24زمان  در را آپوپتوز دچار

 هاي دچــاردرصد سلول کاهش طریق از DPSCs-CM و ADSCs-CM دو هر این مطالعه، هايیافتهبر اساس  استنتاج:
  .دهندمی شرایط هیپوکسیک نشانتحت  SH-SY5Yهايسلول را بر اثرات محفاظت عصبی ،LDH آزادسازي کاهش و آپوپتوز

  
 تق از پالــپ دنــدان، اثــرات محــافظتیمزانشیمی مشــ بنیادي هايهاي بنیادي مشتق از چربی، سلولسلول واژه هاي کلیدي:

  عصبی، هیپوکسی،کلرید کبالت
  

  مقدمه
اســت  شده داده در مطالعات مختلف به خوبی نشان

  توانایی بر علاوه) MSCs(مزانشیمی بنیادي هايکه سلول
 و رگزایــی فراینــدهاي تواننددر تمایز می فرد به منحصر
  دـرش ايـاکتورهـف و اـهنـسیتوکی حـترش اـب را زـنوروژن

  
  :Salmasiz@mums.ac.ir E-mail                             دارویی نانوفناوريتحقیقات مرکز  ،مشهددانشگاه علوم پزشکی : مشهد زهرا سلماسی مولف مسئول:

   مرکز تحقیقات سم شناسی پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایراندانشجوي دکتراي سم شناسی،  .1
   مرکز تحقیقات سم شناسی پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایراندانشجوي دکتراي حرفه اي داروسازي، . 2
  گروه بیولوژي، دانشکده علوم، دانشگاه گیلان، رشت، ایرانستادیار، ا. 3
  دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایراناجمی، ، گروه جراحی پلاستیک، مرکز تحقیقات آندوسکوپی و جراحی کم تهدانشیار. 4
  دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایران. استاد، مرکز تحقیقات دارورسانی هدفمند، 5
   دانشگاه علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایران ، هاي نوین دارویی فناوريپژوهشکده ، فناوريمرکز تحقیقات نانو. استادیار، 6
 علوم پزشکی مشهد، مشهد، ایران دانشگاه، دانشکده داروسازي، نانوفناوري دارویی. گروه 7
 : 8/12/1400 تاریخ تصویب :           28/10/1400 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            15/10/1400 تاریخ دریافت  
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  و همکاراني فرحناز احمد     

  3         1400، اسفند  206دوره سی و یکم، شماره            مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                    

 پژوهشــی
 

 سیستم عصبی عملکرد کنند، در نتیجه سبب بهبود تقویت
هــاي ســکته و انفارکتوس میوکــارد مانند هاییبیماري در

حفــاظتی  اثرات دیگري از هايمکانیسم .)1(مغزي شوند
 گســترده طــوربــه هــاي عصــبیبنیادي بر سلول هايسلول
 هــاآن تــرینمهــمیکی از  .است گرفته قرار بررسی مورد

 دیده آسیب هايبافت در جدید عصبی مدارهاي تشکیل
 ایــن بــا. ســتا مزانشیمی بنیادي هايسلول پیوند دنبال به

 منــابع از مختلف هاي MSC توانایی و دقیق مسیرهاي حال،
 هــايســلول .)2(اســت نشده بررسی کامل طوربه مختلف
 بــا را ایمنی تشدید شده پاسخ فعالیت مضر اثرات بنیادي
 بیــان و دهنــدمی کاهش التهابی ضد هايسیتوکین تنظیم

ــوکین ــوکین ،)IL-1( 1-اینترل ــاکتور و) IL-6( 6-اینترل  ف
 هــايســیتوکین عنــوان به را) TNF-α( آلفا تومور نکروز

مغــزي  ایســکمیک حملــه اولیــه مراحــل در التهابی پیش
 ،بنیــادي هــايســلول آپوپتوز ضد اثر .)3(دهندش میکاه

 آپوپتوز کاهش در مهمی نقش که است دیگري مکانیسم
 .)4(دارد هــاي عصــبیآســیب بهبــود و عصــبی هايسلول
 و ختلفم هايبافت از اغلب مزانشیمی بنیادي هايسلول

 پالــپ اســتخوان، مغز ناف، بند محیطی، خون از همچنین
) Umbilical cord blood: UCB( بنــدناف خون دندان،

 مشــتق بنیــادي هايسلول .)5(شوندمی جدا چربی بافت و
 )،Adipose derived stem cells: ADSCsبافت چربــی( از

 متعــدد انــواع بــه تمــایز توانــایی آزمایشگاهی شرایط در
ــلول ــاس ــامل ه ــلول ش ــايس ــی، ه ــیت چرب ــا،کندروس  ه

 و عصــبی هــايسلول ها،کاردیومیوسیت ها،استئوبلاست
 است شده مشخص. دارند را عروقی اندوتلیال هايسلول

 از راحتی به و هستند شونده تجدید خود هااین سلول که
 در را ســریع دسترســی کــه آینــدمی دست به لیپوساکشن

 فعالیــت داراي ADSCs .)6(کنــدمــی فــراهم زیــاد تعداد
 هســتند تحریک سیستم ایمنی ایمنی، بدون کنندهتعدیل

 دهــايکاربر براي مناسبی گزینه را هاآن که این ویژگی
 تمــایز که استداده  نشان مطالعات .)7(کرده است بالینی

ADSCs برخــی طتوس تواندمی شبه عصبی هايسلول به 
 فاکتورهاي رشــد و ها، فاکتورهاي شیمیایی،سیتوکین از

ــل ــی عوام ــه از رونویس ــاکتور جمل ــی ف  SOX2 رونویس
(SRY-Box Transcription Factor 2) 8(شــود القــا(. 

   پالـــــپ دنـــــدان از مشـــــتق بنیـــــادي هايســـــلول
)Dental pulp derived stem cells: DPSCs( عنوان به 

 اندشده شناخته شونده تکثیر و کلونوژن بنیادي هايسلول
 علاوه. هستند متراکم کلسیفیه هايکلنی تولید به قادر که
 توانمندي چنــد پذیري،انعطاف جمله از خواصی این، بر

 برداشــت سهولت سلول، مختلف انواع به تمایز پتانسیلی،
 به را هاآن کنندگی سیستم ایمنی،تعدیل عملکرد و بافت

 معرفی مختلف بالینی کاربردهاي براي مفید گزینه عنوان
 انسان دندان پالپ بافت که است این بر اعتقاد .)9(کندمی

 ممکــن بنــابراین و است شده مشتق عصبی تاج هايسلول از
 عصبی پتانسیل داراي مناسب محیطی شرایط است تحت

 .)10(باشد عملکردي عصبی هايسلول به تمایز ظرفیت با
 کننــده محافظــت اثــر مطالعه از چندین در زیادي شواهد

ــبی ــت DPSCsو  ADSCs عص ــی حمای ــدم  .)11،12(کن
ــات ــر مطالع ــان اخی ــدداده نش ــه ان ــدیوم  ک ــن م کاندیش

)Conditioned medium: CM( دست آمده از کشــت هب
 و رشــد فاکتورهــاي حــاوي مزانشــیمی بنیادي هايسلول

ــیتوکین ــح هايس ــده ترش ــط ش ــلول توس ــادي هايس  بنی
 بــراي جــذابی جــایگزین را هــاآن کــه اســت مزانشــیمی

مطالعــه  یــک در .)13(کنــدمی بنیادي هايسلول با درمان
 کاندیشــن مــدیوم بــا کشت پایه محیط سازيغنی دیگر،

 بافــت مزانشــیمی مشــتق از بنیــادي هايحاصــل از ســلول
 ماننــد فیزیولــوژیکی خــواص بهبــود ســبب انسان، چربی

 کشـــــت در گلیکـــــوژن ســـــازيذخیره و مانیزنـــــده
  .)14(شد اولیه هايهپاتوسیت

 ثــراتا مقایســه و ارزیابی مطالعه حاضر از لذا هدف
ــبی ــت عص  ADSCs-CM )Adipose derived حفاظ

stem cells-conditioned mediumو ( DPSCs-CM 
)Dental pulp derived stem cells-conditioned medium (

 کبالــت کلرید معرض در SH-SY5Y هايسلول روي بر
ــه ــوانب ــدل عن ــب م ــیب مناس ــبی آس ــیک عص    هیپوکس
 بــراي دلیمــ عنــوان بــه SH-SY5Y سلولی رده. باشدمی
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 مختلــف تجربــی مطالعــات در نورودژنراتیــو اخــتلالات
  .)15(کندمی عمل

  

  هامواد و روش
  مواد شیمیایی

، ســرم یــک )، کلاژناز نوعPBS( نیفسفات بافر سال
ـــ ـــه شـــده ) FBS( يگـــاو نیجن    Gibcoشـــرکت از تهی

ــ(ا ــده آمر الاتی ــایمتح ــ، )ک ــت ( طیمح  )،DMEMکش
 تریتــون، آلامار بلــو، کلرید کبالت، (α-MEM) کشت طیمح

X100  وPI نیســیآمفوتر، (آلمــان) گمایاز ســ B نیمیاز ســ 
 ،CD34 FITC ،CD45 FITC هايباديآنتی ،)رانیاتاك (

CD44 FITC ،CD29 FITC ،CD34 FITC ،CD45 FITC، 
CD44 FITC  وCD90 FITC  ازCell signaling الاتیــ(ا 

  .فراهم شد )کایمتحده آمر
  

  یچرب يادیبن يسلول ها يجداساز
ــا  ــالم ب ــان س ــاخصداوطلب ــدن ش ــوده ب   ) BMIی (ت

ــــیش ــــر ازب ــــوگرمیک 30ت ــــر مترم ل ــــعب   ، )2kg/m( رب
ــق روش   اخــلاق  کمیتــهشــده توســط  دییــتا يهــاطب

(بـــا شناســـه اخـــلاق  مشـــهد یدانشـــگاه علـــوم پزشـــک
IR.MUMS.PHARMACY.REC.1397.087(  ـــــا و ب

 قــرار گرفتنــد. پوساکشــنیآگاهانه تحت عمــل ل تیرضا
 ،از افــراد يجلد ریز یبافت چربمطابق مطالعه پیشین ما، 

 کشــت شــگاهیآزما اســتخراج و بــه لیاستر طیتحت شرا
 1 يحــاو PBSبــا  یبافــت چربــ .)16(منتقــل شــد یســلول

بــا  ؛ همچنــینشسته شد نیسی/ استرپتومانیلیسیپن درصد
 45بــه مــدت  )mg/ml5/0 (بــا غلظــت  یک کلاژناز نوع

کشــت  طیسپس محــ هضم شد. یمیبه صورت آنز قهیدق
 یمــیهضم آنز کردن یخنث يبرا FBSدرصد  10 يحاو

 5بــه مــدت  g 500 در یســلول ونیسوسپانســ اضــافه شــد.
شــد.  وژیفیگــراد ســانتریدرجــه ســانت 37 يدر دمــا قهیدق

ــا ــیروعیم ــتخل ی ــد هی ــیم 1و  هش ــریلیل ــ ت ــت طیمح  کش
DMEM  اضــافه  یســلول پلتبه  نییگلوکز پامحتواي با

 طیمحــ يحــاو T25و سپس بــه فلاســک کشــت  گردید

DMEM  درصد  10همراه باFBS ،1  نیلیســیپندرصد/ 
منتقل شد و  B نیسیآمفوتر درصد 01/0 ن،یسیاسترپتوما

  .)16(گردیدانکوبه  CO2 درصد 5و درجه  37 يدر دما
  

  پالپ دندان يادیبن يهاسلول يجداساز
 بزرگســال افــراد یعــیمولر سوم نهفتــه طب يهادندان

 لیــدنــدان بــه دلا دنی) پــس از کشــ=3N( )ساله 30-18(
 یدندانپزشــک موسسه یدندانپزشک کینیدر کل یارتودنس

مشــهد بــر  یصــورت دانشــگاه علــوم پزشــکو جمجمه و 
طبــق مطالعــه  شــد. هیــموسســه ته یاخلاقــ هیــدییاساس تا

تمیز شــد و  نیودایآ دونیپووپیشین ما، سطوح دندانی با 
بافــت سه مرتبه با بافر فســفات ســالین شستشــو داده شــد. 

 2- 3جدا شــده و بــه قطعــات  یبه آرام شهیپالپ از طوقه و ر
 گــرممیلی 3محلول کلاژناز خرد شد و سپس در  يمتریلیم

گــرم بــر یلــیم 4 سپازیمحلول د) و mg/ml3لیتر (بر میلی
در  قــهیدق 45بــه مــدت  1:1با نســبت  )mg/ml4( تریلیلیم

پس از آن، به مدت  .)17(هضم شد گرادی درجه سانت 37
 فلاســکشدند و سپس بــه  وژیفیسانتر g 500 در قهیدق 5

 10 محتــوي) α-MEM(محیط کشت  يحاو T25کشت 
 01/0 ن،یســی/استرپتومانیلیسیدرصد پنــ FBS ،1 درصد

ــیدرصــد آمفوتر ــه  37 يمنتقــل و در دمــا B نیس درج
. محــیط رویــی انکوبه شدند) CO2 درصد 5(گراد یسانت

وز یک بار تعــویض شــد تــا زمــانی کــه ها هر سه رسلول
  .)18(فلاسک را پر کند درصد 70 تراکم سلولی،

  
  ها با استفاده از فلوسایتومتريمشخصه یابی سلول

ــاي ســلول ــومین در  DPSCsو  ADSCsه ــاژ س پاس
 مرتبط با دودمان یانسان یسطح ينشانگرها صیتشخ يبرا

قــرار گرفتنــد.  لیو تحل هیو خونساز مورد تجز یمیمزانش
) بــا تــریلیلــیســلول در م 610( یتــک ســلول ونیسوسپانس

 ریــها به شــرح ز ADSC يرامونوکلونال ب يهايبادیآنت
 گــرادیدرجه سانت 4 يدر دما کیدر مکان تارو نشاندار شد 

ضــد  یموشــ يبــادیآنتــ: شد ينگهدار قهیدق 30به مدت 
 و CD34 FITC ،CD45 FITC ،CD44 FITC یانســان
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 پژوهشــی
 

CD90 FITCي، و برا DPSCضــد  یموشــ يبادیها: آنت
ــان و  CD34 FITC ،CD45 FITC ،CD44 FITC یانس

CD29 FITCـــ ـــتفاده از  يتومتری. فلوس ـــا اس ـــتگاه ب   دس
BD Biosciences ،CA ،USA ــا انجــام شــد. داده ــا ب ه

  .)18،19(گردید آنالیز FlowJo7.6افزار ماستفاده از نر
  

  MSCs-CMجمع آوري 
 تــاســوم  يدر پاســاژها یمیمزانشــ يادیبن يهاسلول

ســلول  1×610 بــا تــراکم T75پنجم در فلاســک کشــت 
ســاعت انکوبــه شــدند،  24مــدت و بــه هکشــت داده شــد

و  داده شده بافر فسفات سالین شستشوطورکامل با سپس به
 نیگزیجــاســرم گــاوي  محیط کشت بــدون کشت با طیمح
. اسیون انجام گردیــدساعت انکوب 24مدت به وبارهد .شد

 4 يدر دمــا g 500شد و در  يآورجمع ییرو عیسپس ما
شــد تــا  وژیفیســانتر قــهیدق 5گراد بــه مــدت یدرجه سانت

 يتا زمان استفاده در دما CMحذف شود.  یسلول يایبقا
  .)20(شد ينگهدار گرادیدرجه سانت 80منفی 

  
 SH-SY5Y هاي در سلول هیپوکسیک القا شرایط 

 شــرایط القاي براي طبق پروتوکل، از کلرید کبالت
 مــدت و مــولار میلی 2/1 و 6/0 هايغلظت در هیپوکسی

 تعیــین بــراي) ساعت 48 و 24 ،12 ،6( مختلف هايزمان
 هــايآزمــایش بــراي ایجــاد هیپوکســی بهینــه و وضعیت

   هــايبــه طــور خلاصــه، ســلول .)21(شــد اســتفاده بعــدي
SY5Y-SH  2 دانسیتهباcell/cm 410×1  خانه 96در پلیت 

پــس از  .، کشت داده شــدندα-MEM و در محیط کشت
 در معــرض ،ساعت انکوباسیون، جهت ایجاد هیپوکســی 24

در  مــولارمیلــی 2/1و  6/0 هــايا غلظــتکلرید کبالت بــ
ســاعت)  48و  24 ،12 ،6هاي مختلــف هیپوکســی (زمان

هــا، جهــت بررســی بعداز گذشت این زمان. قرار گرفتند
ها، مقدار مشخصی از رنگ رزازورین، سلول بقايمیزان 

ســاعت میــزان  چهاربه هر چاهک اضافه و بعد از حدود 
ه اسپکتروفتومتر در جذب هر چاهک با استفاده از دستگا

  نانومتر خوانده شد. 600و  540هاي طول موج

 بر DPSCs-CM و ADSCs-CM حفاظتی اثرات ارزیابی
  هیپوکسیک شرایط در SH-SY5Y هايلسلو روي

 α-MEMمحــیط کشــت  در SH-SY5Y هــايسلول
 هر چاهک در سلول 410با تراکم  FBSدرصد  10 حاوي

 24 مــدت به هاپلیت .شدند داده کشت خانه 96 پلیت در
 5 حــاوي انکوباتور در گرادسانتی درجه 37 دماي در ساعت
 در هــاســلول ســپس. شــدند اکسید کــربن انکوبــهدي درصد

 گرفتند قرار) مولارمیلی 2/1 و 6/0( کلرید کبالت معرض
 شــدند تیمار DPSCs-CM یا ADSCs-CM با همزمان و
ــه و ــه ســاعت 48 و 24 ،12 ،6 مــدت ب  .)22(شــدند انکوب

آمیــزي اســتفاده از رنــگ هــا بــاسلول ماندنی درصد زنده
میکرولیتــر  20 خلاصه، طوربه. شد گیريآلاماربلو اندازه

 37 دمــاي در و شــد اضافه چاهک هر رنگ آلامار بلو به
 شــدت. شــد انکوبــه ســاعت 4 مدت به گرادسانتی درجه

 (Biotech, USA) دستگاه الایزا ریدر توسط فلورسانس
  .)23،24(شد گیرياندازه

  
  لاکتات دهیدروژناز ترشح شده سلول ها گیري اندازه

 دهیدروژناز لاکتات بررسی میزان روش با سلولی آسیب
 ارزیــابی هیپوکســی شرایط از ها ناشیآزاد شده از سلول

 هــر در SY5Y-SH ســلول 510 خلاصــه، طور به .)25(شد
ســاعت،  24 از پــس. شد خانه کاشته 12پلیت  از چاهک

ADSCs-CM و DPSCs-CM جداگانــه هايچاهک در 
 بالا در طورکههمان کلرید کبالت با سپس و شدند اضافه

هــاي در لولــه رویــی مایع .شدند انکوبه شد، داده توضیح
دقیقــه بــا معــرف  30و به مــدت  شد آوريجداگانه جمع

 جــذب در دماي اتاق مخلوط شــد. ســپس LDHواکنش
دســتگاه الایــزا  از اســتفاده بــا نــانومتر 490 مــوج طول در

  .)17(خوانده شد ریدر
  
 فلوسایتومتري با سلولی آپوپتوز سنجش

 طبــق SH-SY5Y هايســلول در هیپوکســی شــرایط
ــی ــه پروتکل ــبلا ک ــیح ق ــد، داده توض ــا ش ــد الق ــا  و ش ب

ADSCs-CM و DPSCs-CM جداگانــه هايچاهک در 
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 در ســلول 510( هــاســلول ســاعت، 24 از پس. شد انکوبه
 بــه و شدند، سپس تریپسینه شدند شسته PBS با) چاهک

 مجــدداً ســلولی هايپلت. شدند سانتریفیوژ دقیقه 5 مدت
 30 مــدت به با پروپودیوم آیوداید و شدند معلق PBS در

 تاریــک محــیط در گــرادسانتی درجه 37 دماي در دقیقه
 و تجزیــه فلوســیتومتري بــا ســپس و شــدند آمیــزيرنگ

  .)17،26(شدند تحلیل
  

  اريتحلیل آم
 صــورت بــه و آوريجمــع بار 3 حداقل ها داده همه

mean ± SEM بــا آمــاري تحلیــل و تجزیــه. شــدند ارائه 
 از و شــد انجــام 8 نســخه Graph Pad Prism از اســتفاده

ــالیز ــانس آن ــه یــک واری ــراي ANOVA طرف ــابی ب  ارزی
. شــد اســتفاده تجربی هايگروه بین دارمعنی هايتفاوت

ـــه ـــا DPSCs-CM و ADSCs-CM مقایس ـــتفاده ب  از اس
 توســط مکرر هايگیرياندازه و طرفه دو واریانس آنالیز

 تفــاوت یــک عنوان به P > 05/0 .شد انجام عامل دو هر
  .شد گرفته نظر در دارمعنی آماري
 

  یافته ها
  ADSC و DPSC تعیین خصوصیات

ــق ــات طب ــی مطالع ــا، قبل ــه ADSCs و DPSCs م  ب
 هضــم از اســتفاده ابــ چربی بافت و دندان پالپ از ترتیب

 بــه شــده کشــت هــايســلول .)16،17(شــدند جدا آنزیمی
 مورفولــوژي و یافتند گسترشآزمایشگاهی درشرایط راحتی

ــر در را فیبروبلاســت ــکوپ زی  نشــان معکــوس میکروس
 کــردن مشــخص بــراي ســلولی ســطح دادند. نشانگرهاي

ــورد ADSC و DPSC هــايجمعیت ــه م ــل و تجزی  تحلی
 قــوي بیــان فلوســیتومتري تحلیــل و تجزیــه. گرفتند قرار

، CD90ماننــد  مزانشــیمی بنیــادي هــايسلول نشانگرهاي
CD44 ،CD29  بــرايDPSCs و ،CD90 ،CD44  ــراي ب

ADSCs هــاآن دوي هــر کــه حــالی در داد، نشــان را   
   CD34 و CD45 خونســـاز، ســـلولی نشـــانگرهاي بـــراي
  .بودند منفی

 شرایط در DPSCs-CM و ADSCs-CM حفاظتی اثرات
  هیپوکسیک
 بــر DPSCs-CM و ADSCs-CM محــافظتی اثرات

معــرض کلریــد کبالــت  در SH-SY5Y هــايسلول روي
 تیمــار. شــد ارزیــابی آلامــار بلــو روش از استفاده با ابتدا

 باعــث افــزایش ADSCs-CMبــا  SH-SY5Y هايسلول
ــی ــلول داريمعن ــن س ــدن ای ــده مان ــا در زن ــرایط دره  ش

 بــدون هیپوکســیک هــايسلول با مقایسه در پوکسیکهی
 و 6/0 هايغلظت با ساعت 48 و 24 ،12 ،6 از پس تیمار

) )A(1 شــمارهنمــودار ( کلرید کبالت شد مولارمیلی 2/1
)**01/0<P 001/0 *** و<P(.  

 مانــدن میزان زنده در توجهی قابل همچنین افزایش
بــه  DPSCs-CM بــا تیمــار شــده SH-SY5Y هــايسلول
ـــد ـــیون ســـاعت 24 و 12 تم ـــا انکوباس ـــت ب  6/0 غلظ

ــد کبالــت مــولارمیلــی ــا مقایســه در کلری  هــاي ســلول ب
  ).)B(1شماره نمودار ( هیپوکسیک مشاهده شد

ــه توجــه بــا  دو هــر ،)B(1و  )A(1 شــمارهنمــودار  ب
ADSCs-CM و DPSCs-CM ـــرات ـــافظتی اث ـــر مح  ب

ــلول ــايس ــرض در SH-SY5Y ه ــت در CoCl2 مع  غلظ
. دادنــد را نشــان ســاعت 24 و 12 بــراي مــولارمیلــی 6/0

 ADSCs-CM کــه گرفــت نتیجــه توانمی این، بر علاوه
ــی ــدم ــلول توان ــايس ــر در را SH-SY5Y ه ــرایط براب  ش

 هايزمان کلرید کبالت و هايغلظت تمام در هیپوکسیک
کنــد  محافظــت تــريبــیش شــدت با انکوباسیون مختلف

)** 01/0< P 001/0 *** و< P(ارنمود در طورکه. همان 
 آمــاري تفــاوت هــیچ است، شده داده نشان )C(1 شماره

  .نداشت وجود DPSCs-CM و ADSCs-CM بین
  
 میــزان بــر DPSCs-CM و ADSCs-CM حفاظتی اثرات

  لاکتات دهیدروژناز  ترشح و آزادسازي
 بــر DPSCs-CM و ADSCs-CM محــافظتی اثرات

ــلول روي ــايس ــد  SH-SY5Y ه ــا کلری ــده ب ــاور ش مج
 دهیدروژناز لاکتات رهاسازي از میزانکبالت، با استفاده 

 ساعت 24 از داد که پس نشان نتایج .مشخص گردید نیز
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 پژوهشــی
 

ADSCs-CM و DPSCs-CM تــوجهی قابــل طــوربــه 
ـــازي ـــدروژناز را آزادس ـــات دهی ـــلولدر  لاکت ـــاي س ه
ــا مقایســه در هیپوکســیک تیمــار  هیپوکســیک هايســلول ب
 کــه طــورهمــان ).2 شماره نمودار( دهندمی نشده کاهش

 تفــاوت هــیچ اســت، شــده داده نشان 2 شماره نمودار در
  .نداشت وجود DPSCs-CM و ADSCs-CMبین  آماري
  
   DPSCs-CM و ADSCs-CM آپوپتوتیک ضد اثرات

ــــایتومتري آنــــالیز ــــلول فلوس    SH-SY5Y هايس
  

 در گــرفتن قــرار کــه داد نشــان PI بــا شــده آمیزيرنــگ
 ســاعت 24 مــدت به) مولارمیلی 6/0( کلرید کبالت معرض
) درصــد 2/83 و 4/95( آپوپتوز هايسلول افزایش باعث

 sub-G1 ناحیــه در) درصــد 99/3 و 18( شــاهد بــا مقایسه در
 شــده داده نشــان 3 شــماره نمــودار طورکــه درهمــان. شد

 و ADSCs-CM بــا SH-SY5Y هــايســلول تیمار است،
DPSCs-CM کــاهش بــه منجــر هیپوکسی شرایط تحت 

 ترتیــببــه( دچــار آپوپتــوز هــايدرصد سلول توجه قابل
  .شد) درصد 2/26 و 1/45

  

  

A 

 

  

B

 

 

       

C

  

 
) مــولار میلی 2/1 و COCl2 )6/0 معرض در SH-SY5Y هايسلول روي بر DPSCs-CM (B)و  ADSCs-CM (A) محافظتی اثرات :1شماره  نمودار

 mean ± SEM صورت به شده ارائه مقدار. ADSCs-CM مقابل در DPSCs-CM محافظتی مقایسه اثرات) C( ساعت، 48 و 24 ،12 ،6 هايزمان در

(n=3) .است         * : P< 0.05              ،** : P< 0.01              ،*** : P< 0.001.  
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 میلــی 0,6( هیپوکســیک تحت شرایط DPSCs-CM و ADSCs-CM تیمار شده با SH-SY5Y هاي از سلول LDH میزان آزادسازي :2تصویر شماره 
  .P< 0.01              ،*** : P< 0.001 : **      می باشد. mean ± SEM (n=3) صورت به مقدار. ساعت 24 مدت به) مولار از کلرید کبالت

  

    

  
  

 هايلسلو ،)A(کنترل گروه عنوان به SH-SY5Y هايسلول. انجام شد PI آمیزيرنگ با SH-SY5Y هايسلول فلوسیتومتري ارزیابی :3تصویر شماره 
SH-SY5Y ساعت 24 مدت به کلرید کبالت مولارمیلی 6/0 معرض در(B)، هايسلول SH-SY5Y با شده تیمار ADSCs-CM یا DPSCs-CM تحت 

  .باشدمی) C(هیپوکسیک  شرایط
  

  بحث
ــه  ــان داد ک ــات نش ــایج آزمایش ــه، نت ــن مطالع در ای

ADSC-CM هــايزنده مانی سلول تواندمی SH-SY5Y 
کلریــد  هــايغلظــت تمــام در یپوکســیکه شرایط در را

 48 و 24 ،12 ،6( انکوباسیون مختلف هايزمان و کبالت
و  ADSCs-CMتیمــار بــا  همچنین .افزایش دهد) ساعت

DPSCs-CM آزادســازي تــوجهی قابــل طــوربه توانست 
LDH 24زمــان  در را آپوپتــوز هاي دچارو درصد سلول 

 هــايولســل .دهد کلرید کبالت کاهش 6/0 ساعت و غلظت
 کــه هستند چندتوانی بنیادي هايسلول مزانشیمی بنیادي
 عصــبی هايسلول آسیب بر آن ها بالقوه محافظتی اثرات

 مختلف بالینی و حیوانی مطالعات در عصبی هايبیماري و
بافــت چربــی و پالــپ  امــروزه .)18(اســت شده داده نشان
 براي استخراج و جداســازي دسترس در منابع عنوانبه دندان
 .)23(انــدگرفتــه قرار توجه مورد تربیش بنیادي هايسلول

 ADSCs و DPSCs مزایــاي از دسترســی و استفاده سهولت
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 پژوهشــی
 

. هاي بنیادي مزانشیمی استمنابع سلول سایر با مقایسه در
 آزمایشــگاهی، شرایط در تکثیر کافی خودنوزایی، بر علاوه

ــایی ــه تمــایز توان ــایز متعــدد، ســلولی هــايدودمــان ب  تم
DPSCs و ADSCs بــراي را هــاآن عصبی، هايسلول به 

 کــرده مناســب عصــبی کننــدهتخریب هايبیماري درمان
 به ADSCs پیوند از پس که است شده گزارش .)27(است
 ،)ALS( آمیوتروفیک جانبی هاي مبتلا به اسکلروزموش

و  BDNF ،NGF ماننــد نوروتروفیک فاکتورهاي سطوح
 کــه یافتــه اســت افزایش) IGF( انسولین شبه رشد فاکتور

 طــول افــزایش و بیمــاري علائم شروع در تاخیر به منجر
 پیونــد کــه اســت شــده داده نشــان .)28(شــد هاعمر موش

ADSCs هــايتوانایی ،پارکینسون مدل بیماري هايموش در 
 بــه دوپامینرژیــک هــايســلول تعداد بازگشت با حرکتی
ــطح ــال س ــس نرم ــان، روز 22 از پ ــود درم ــیده  بهب بخش

 اســت شــده داده نشان دیگر مطالعه یک در .)29(شودمی
تراریختــه  هــايبه مــوش ADSCs مغزي داخل پیوند که

   پپتیــد رســوب کــاهش بــه آلزایمــر، منجــر بیمــاري مــدل
β-ــد ــدن و) Aβ( آمیلوئی ــرد بازگردان ــادگیري عملک  و ی

 DPSCsلــی به طــور ک .)30(است شده هاموش در حافظه
 رشد فاکتور شامل اي تغذیه فاکتورهاي از بالاتري سطح

ــدوتلیال ــوروتروفین ،BDNF ،(VEGF) عروقــی ان  3-ن
)NT-3(، ــال ســلول از مشــتق نوروتروفیــک فــاکتور  گلی

(GDNF) ،NGF پلاکــت از مشتق رشد فاکتور و )PDGF (
  .)31(کنندمی بیان ADSCs و BMSCsنسبت به  را

 بــا مقایســه در DPSCs کــه شــد داده نشان همچنین
BMSCs ــر ــیش تیت ــريب ــح BDNF و GDNF از ت  ترش

 را DPSCs تنی تواناییدرون مطالعات از برخی .کنندمی
 شــد داده نشان مثال، عنوان به. دادند نشان سکته بهبود در
 مغــز ایسکمیک مناطق به DPSCs مغزي داخل پیوند که
 جلویی اندام حسی حرکتی عملکرد توجهی قابل طور به
 بهبــود جونــدگان مــدل در درمــان از پــس هفتــه 4 در را

 بــا DPSCs ترکیبــی درمــان این، بر علاوه .)32(بخشدمی
BDNF میانی مغزي شریان انسداد ایسکمیک نواحی در 

)MCAO (مــوثرتري طوربه را عصبی عملکرد ها،موش در 

 .)2(داد افــزایش تنهــایی بــه DPSCs یــا BDNF به نسبت
 ADSCs-CMو  DPSCs-CM رســدمــی نظر به بنابراین،

. هســتند سلولی سمیت برابر در سلول از محافظت به قادر
و  DPSCs-CM عصــبی محافظــت اثــرات حــال، ایــن بــا

ADSCs-CM هیپوکســی از ناشی عصبی آسیب برابر در 
  .است نگرفته قرار مقایسه و مطالعه مورد هنوز

 اثــرات مقایســه و بررســی مــا، در این مطالعه هــدف
هــاي ســلول بــر DPSCs-CM و ADSCs-CM محافظتی

SH-SY5Y کلرید کبالــت از ناشی هیپوکسی تحت شرایط 
لاکتــات  ترشــح مانی،زنــده ا اســتفاده از ارزیــابی میــزانب

ــدروژناز ــوز دهی ــد آپوپت ــلول و درص  SH-SY5Y هايس
  .بوده است

 1970براي اولین بار در سال  ،SHSY5Yرده سلولی 
نوروبلاســتوما  مبتلا بهاز بیوپسی مغز استخوان یک بیمار 

 طــوربــه 1980 دهــه اوایــل از ســلولی رده جدا شــد. ایــن
 عصــبی هــايســلول مدل آزمایشــگاهی عنوان هب گسترده

واجــد  هــاســلول ایــن زیرا است گرفته قرار استفاده مورد
 هــايســلول عملکــردي و بیوشیمیایی هايویژگی از بسیاري

 ،هاي موسکارینیبیان گیرنده این رده سلولی .عصبی هستند
 طور خاص برداشــتي، فاکتورهاي رشد عصبی و بهاپیوئید

 هاي عصبی مانند تیروزینلکرد آنزیمعمو نوراپی نفرین 
 نتیجــه دردهــد. هیدروکسیلاز را نشان مــی-β-دوپامین و

 عصــبی مطالعــات در SHSY5Y ســلولی اســتفاده از رده
 عملکرد و متابولیسم عصبی، تمایز جمله آزمایشگاهی از

 ســمیت، عصــبی تحریک و عصبی فرآیندهاي به مربوط
 براین بــابنــا .)33(رایــج اســت عصــبی محافظــت و عصبی
 هايزمان در کلرید کبالت مختلف هايغلظت از استفاده
 نتــایج. کــردیم القا را هیپوکسی شرایط مواجهه، مختلف

 ماندن میزان زنده که داد حاصل از تست آلامار بلو نشان
 طــورکلرید کبالــت بــه معرض در SH-SY5Y هايسلول
شــده  تیمــار SH-SY5Y هايسلول از ترکم توجهی قابل

  باشد.می DPSCs-CMیا  ADSCs-CMبا 
 B1، ADSC-CMو  A1شــماره  تصــویربا توجه بــه 

 هــايسلول تواندمی گروه هیپوکسی بدون تیمارنسبت به 
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SH-SY5Y ــر در را ــیک شــرایط براب  تمــام در هیپوکس
 انکوباســیون مختلــف هــايزمان و کلرید کبالت هايغلظت

و  ≥01/0Pطــور معنــاداري (بــه) ســاعت 48 و 24 ،12 ،6(
001/0P≤کــه کند در صــورتی ) محافظتDPSCs-CM 

 مــولارمیلــی 6/0ســاعت بــا غلظــت  12هاي تنها در زمان
)05/0 P≤ مــولار میلــی 6/0ساعت با غلظــت  24) و زمان
)01/0 P≤اثــرات  طــور معنــاداري) توانســته اســت بــه  

 ADSCs-CM دو هــر که جاآن داشته باشد. از محافظتی
 وضعیت در توجهی قابل محافظتی اثرات DPSCs-CMو 

 24 انکوباســیون و کلریــد کبالــت مولارمیلی 6/0 غلظت
 بــراي را شــرایط ایــن گــرفتیم تصمیم دادند، نشان ساعته

 هــابافــت کــه هنگــامی. کنــیم انتخــاب ســایر آزمایشــات
 خــون جریــان در لاکتــات دهیــدروژناز بیننــد،می آسیب

 مهــم شــاخص یک به را آن ویژگی، این و شودمی آزاد
 تبــدیل بــدن در رایــج هايبیماري و هاآسیب شناسایی ايبر

 اثــرات لاکتــات دهیــدروژناز ســنجش نتایج .)22(کندمی
 را DPSCs-CMو  ADSCs-CM عصبی کنندهمحافظت

 هیپوکسی شرایط برابر در SH-SY5Y هايسلول روي بر
 لاکتــات دهیــدروژناز میــزان در تفــاوتی هیچ. کرد تایید

و  ADSCs-CM با شده تیمار SH-SY5Y هايسلول بین
DPSCs-CM رشد در مهمی نقش پتوزآپو. نشد مشاهده 

ــی ــوژیکی، طبیع ــم، فیزیول ــل متابولیس ــتاز و تکام  هموس
 نشــده کنتــرل آپوپتــوز .دارد بزرگســالان عصــبی سیستم

 پاتوفیزیولوژیــک فرآینــدهاي منجر به تحریک تواندمی
مغــزي  ســکته مانند پاتولوژیک شرایط و عصبی تخریب

 در مزانشــیمی بنیــادي هــايســلول آپوپتوز ضد بشود. اثر
 بــه عنــوان مثــال، .)34(اســت شده ثابت عصبی ختلالاتا

ــد موفقیــت ــه داخــل پیون  کــاهش در DPSCs ايزجاجی
 نخــاعی آســیب در نورون بقاي ارتقاي و عصبی آپوپتوز
 ســمی مختلــف عوامــل اثــرات .)12(شــده اســت گزارش

 مرگ جمله از تلف،مخ طرق به را سلولی مرگ تواندمی
 PI تســت. کنــد القاء آپوپتوز، یا سلولی شده ریزيبرنامه
 PI آمیــزيرنگ از استفاده با آپوپتوز القاي بررسی براي

. شــودمی انجام فلوسیتومتري در Sub-G1 بررسی پیک و

 در که است رویدادهایی از یکی DNA شدن قطعه قطعه
 یگونوکلئومیاول و تک قطعات آن طی و دهدمی رخ آپوپتوز
DNA اســتفاده از  هــا بــاســلول وقتــی. شــودمــی تشــکیل
 بــا DNA قطعــات نفوذپــذیر شــوند، هیپرتونیــک محلول

 نتیجــه در شــود،می خــارج ســلول از کــم مولکــولی وزن
 و هســتند تريکم DNA داراي دچار آپوپتوز هايسلول

 اســت، هاآن به که متعلق دیگري پیک ،G1 پیک از قبل
 PI. اســت آپوپتــوز د که نمایانگر درصدشونشان داده می

 بــه رنــگ این چون و است نفوذناپذیر سالم هايسلول به
DNA را آپوپتــوز نتیجــه در شــود،می متصل مرده سلول 
 فلوســایتومتري در ایــن مطالعــه نتــایج .)34(کندمی تعیین
ــا تیمــار کــه داد نشــان ــه DPSC-CMو  ADSC-CM ب  ب

 SH-SY5Y هــايســلول میزان آپوپتوز توجهی قابل طور
 طــوربــه. دهــدمــی کاهش را کلرید کبالت مجاور شده با

 بنیــادي هايسلول که شد گزارش مطالعه یک در مشابه،
 آپوپتــوز هايســلول تعــداد استخوان، مغز از مشتق مزانشیمی

 دهنــد،می کاهش هیپوکسیک اندوتلیال هايسلول در را
 افــزایش را ســلولی بقــاي و کنندمی تحریک را ییرگزا

 کننــده محافظــت اثــرات دیگــري مطالعــه .)35(دهنــدمی
 معرض در PC12 هايسلول روي بر ADSC-CM عصبی
H2O2 11(اســت کرده تایید اکسیداتیو استرس القاي براي(. 
 از ADSC-CM کــه اســت شــده گــزارش این، بر علاوه

 برابــر در را PC12 هــايســلول و کندمی جلوگیري آپوپتوز
 پروتئین X با مرتبط مهارکننده تنظیم با گلوتامات سمیت

ــوز    فســفوئینوزیتید ســازيفعــال طریــق از) XIAP( آپوپت
 زده حــدس .)36(کنــدمــی محافظت PI3K/Akt کیناز-3

 اســت ممکــن مزانشــیمی بنیــادي ايهــســلول که شودمی
 هــاســلول در IL-1β و TNF-α بیان مهار طریق از را آپوپتوز

 .)37(دهنــد کــاهش ایســکمیک- هیپوکسیک آسیب دنبالبه
 هايســیتوکین تولیــد کــه داده اســت نشان قبلی مطالعات
ــرتبط و عصــبی محــافظ ــا م ــد رشــد ب  ،PDGF-AA مانن
، CXC-16 (CXCL-16)، BDNF کموکـــاین لیگانـــد

angiopoietin-2 نقش 2-نوتروفیل کنندهفعال پروتئین و 
 مطالعــات نتــایج اساس بر. دارند عصبی بازیابی در مهمی
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 هــايســلول آپوپتــوز ضــد و محــافظتی اثــرات مختلــف،
 اســت هــا ممکــنکاندیشن مدیوم آن و مزانشیمی بنیادي

  .باشد ايتغذیه هايفاکتور آزادسازي دلیلبه
 به طور کلــی،گیري کرد که توان تنیجهدر پایان می

و  ADSCs-CM که دهدمی ارائه را شواهدي مطالعه این
DPSCs-CM صــدمه آپوپتوز و کاهش  کاهش طریق از

 هــايســلول در را عصــبی کننــدهمحافظت اثرات سلولی،
 تربیش مطالعات. کنندمی اعمال SH-SY5Y هیپوکسیک

 اثــر مکانیســم مــورد در تــريبیش اطلاعات تاس ممکن
  .دهد ارائه DPSCs-CM و ADSCs-CM آپوپتوزي ضد

  
 اخلاقی مسائل

ــــــــا کــــــــد اخــــــــلاق مطالعــــــــه ایــــــــن  ب
IR.MUMS.PHARMACY.REC.1397.087  توســـط

 پزشــکی علوم دانشگاه معاونت پژوهشی کمیته اخلاق و
  .است شده تایید مشهد

  

 منافع تضاد

 تضــاد منــافعی هــیچ کــه کننــدمی اعلام نویسندگان
  .ندارند
  

  مالی منابع
 از 960882 و 970850 شــماره طــرح بــا مطالعــه این

 مشــهد پزشــکی علــوم دانشــگاه سمت معاونت پژوهشــی
این مقاله منتج از پایان نامــه دکتــراي  .است شده حمایت

عمومی داروسازي از دانشگاه علوم پزشــکی مشــهد مــی 
کی مشهد جهــت باشد. بدین وسیله از دانشگاه علوم پزش

تامین هزینه هاي این طرح پایان نامه تشکر و قدردانی به 
  عمل می آید.

  

  سپاسگزاري
 هــاينمونه بررسی بابت ملائکه آقاي از نویسندگان

 .کنندمی تشکر فلوسایتومتري تست
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