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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       هاي جديد در نگهداري طولاني مدت سلول       يكي از تكنيك   :سابقه و هدف  

از مـشكلات عمـده     . هـاي مختلـف بـراي افـزايش بـازده كرايوپرزرويـشن سـلولي اسـت                سلول درماني، استفاده از داربـست     
باشـد كـه بـه منظـور بررسـي           هـا مـي    نده و ايجـاد تمايزهـاي ناخواسـته در سـلول          هاي ز  كرايوپرزرويش، كاهش تعداد سلول   

تليال آمنيـون انـساني بـا اسـتفاده از           هاي اپي  هاي احتمالي كاهش اين مشكلات، اين مطالعه طراحي شد و در آن سلول             روش
  .ها است كرايوپرزرو شدند داربست طبيعي اين سلولداربست پرده آمنيون كه 

هـا در دو گـروه بـدون         تليال آمنيون انـساني، ايـن سـلول        هاي اپي  پس از تهيه بافت و جداسازي سلول       :ها مواد و روش  
 مـاه نگهـداري شـدند و پـس از     12 در نيتروژن مايع به مدت -C° 196 حالت مختلف در دماي    24داربست و با داربست در      

نتـايج  . ل و بعـد از كرايوپرزرويـشن بررسـي شـد    سـلول هـا قب ـ  ) pluripotency(و ميزان پرتـواني   هاي زنده آن درصد سلول
  . مقايسه گرديدANOVA (Tukey Post-Test)حاصل با روش آماري 

تعـداد  .  در گروه با داربست نسبت به گروه بدون داربست بيشتر بود    Oct-4هاي زنده و درصد بيان       تعداد سلول  :ها يافته
هـاي تـازه جداشـده       راه داربست كرايـوپرزرو شـده بودنـد بـا سـلول           هايي كه به هم    هاي زنده و ميزان پرتواني در سلول       سلول

 . ميزان بازده كرايوپرزرويشن را كاهش دادهمچنين حضور گليسرول در محيط. داري نداشت تفاوت معني

هـاي   اين مطالعه نشان داد كه اسـتفاده از پـرده آمنيـون بـه عنـوان يـك داربـست در كرايوپرزرويـشن سـلول                         :استنتاج
هاي زنده پس از كرايوپرزرويشن را افزايش داده و از ايجاد تمايزهاي ناخواسته              تواند تعداد سلول   آمنيون انساني مي  تليال   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  ون  پرده آمني 

 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  غشاء پايه ضخيم و يك لايه استرومايي بدون عروق        
رگونــه رگ و عــصب آمنيــون يــك بافــت فاقــد ه. دارد
 را  مواد مـورد نيـازش     اين بافت مواد غذايي و ساير      ،است

  ه ـاز لايا ـي يوني وـع آمنـشار از مايـ با مكانيسم انتمستقيماً
  

  niknejad@sbmu.ac.ir :E-mail       مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي: تهران -حسن نيك نژاد :مولف مسئول

   فارماكولوژي، مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيگروه .1
  جراحي، مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي گروه. 2
  30/7/91 :      تاريخ تصويب          19/6/91 :هت اصلاحات   تاريخ ارجاع ج           10/4/91:تاريخ دريافت  
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ــرين ــودزيـ ــزا  خـ ــت و اجـ ــي جفـ ــت ي آن يعنـ  بدسـ
اي  پـرده آمنيـون انـسان خـصوصيات ويـژه         . )1(آورد  مي

ــه ــان آناز  دارد ك ــي  مي ــا م ــايي آن در   ه ــه توان ــوان ب ت
، مهـار و جلـوگيري از       )2(هـا  جلوگيري از رشد بـاكتري    

، جلوگيري از )3( سيستم ايمنيهاي التهابي ايجاد واكنش
، كمــك بــه تــرميم زخــم و تــسريع     )4(ايجــاد زخــم 
هـا باعـث شـده       اين ويژگي .  اشاره كرد  )5(اپيتليالزاسيون

طـور وسـيعي     هاست كـه از پـرده آمنيـون در پزشـكي ب ـ           
توان به استفاده از پرده آمينون       از جمله مي  . استفاده شود 

 هــاي بــه عنــوان يــك پوشــش بيولوژيــك در ســوختگي
 و بــسياري ديگـــر از  )7(هــا  ، درمــان زخــم  )6(پوســتي 
همچنـين پـرده آمنيـون     .هاي پوستي اشاره كـرد  بيماري

هاي چـشمي از جملـه درمـان انـواع           براي درمان بيماري  
، تـرميم   )8(هـاي قرنيـه و ملتحمـه       ها و بيمـاري    ناهنجاري
هاي چشم كه به دليل مواد شميايي        ها و آسيب   سوختگي

عـلاوه بـر    . )9(دتفاده وسـيعي دار   و غيره ايجاد شـده، اس ـ     
مــوارد فــوق از آمنيــون بــراي جراحــي هــاي ديگــر نيــز 

اخيرا در زمينه استفاده از آمنيون به       . )10(شود استفاده مي 
عنـوان يــك داربـست مناســب و همچنـين منبــع ســلولي    

ــده ــدي انجــام    اي ــات جدي آل در مهندســي بافــت مطالع
  .)1(گرفته است

ــلول    ــر س ــوي ديگ ــااز س ــيه ــون تل ي اپ ــال آمني  ي
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(نمايند   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 
، )13(باشـند  اكتودرمي و اندودرمي را دارا مي     ،  مزودرمي

ــي ــه م ــن    از جمل ــه تمــايز اي ــاتي در زمين ــه مطالع ــوان ب   ت
مـي ماننـد ميوسـيت،       هـاي رده مـزودر     ها به سلول   سلول

 هـاي  ، سلول )14(ئوسيت و آديپتوسيت  كارديوميوسيت، است 
هـــاي   و ســـلول)15(رده انـــدودرمي ماننـــد هپاتوســـيت

ــانكراس ــلول)16(پـ ــد    و سـ ــودرمي ماننـ ــاي رده اكتـ هـ
ــلول ــصبي  س ــاي ع ــرد )18، 17(ه ــاره ك ــلول.  اش ــاي  س ه
ــي ــوني  اپ ــال آمني ــينتلي ــوني  همچن ــصلت كل ــي   خ زاي
كـه   نشان داده شـده اسـت كـه بـا وجـود ايـن           . )14(دارند
اپي تليال آمنيوني پرتوان هستند امـا در پيونـد     هاي   سلول

، (SCID)يي با سيستم ايمنـي سـركوب شـده          ها به موش 
 عـلاوه بـر آن،      .)19،  14(توانايي ايجاد تراتومـا را ندارنـد      

تليال آمنيوني از نظر ايمونولوژيكي خنثي       هاي اپي  سلول
هـاي   هستند و اين موضوع ريسك رد پيونـد يـا واكـنش       

 را كـاهش     ايـن سـلول هـا      از پيونـد  ايمونولوژيكي پـس    
بـدون نيـاز بـه       هـا   ايـن سـلول     همچنـين  .)21،  20(دهد  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  
 جنينـي در    هـاي بنيـادي    جايگزيني مناسـب بـراي سـلول      

ــاني مطــرح مــي باشــند  كاربردهــاي تحقيقــاتي و . 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 ــارگيري  هاز س ك
يــوني و پــرده آمنيــون در ايــن تليــال آمن 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  .اده كــرددر كاربردهــاي تحقيقــاتي و درمــاني اســتف
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  . )24،  23،  22(بنيادي مورد توجه قـرار گرفتـه اسـت        

هــاي مختلفــي بررســي و  فــع ايــن مــشكلات تكنيــك ر
يكي از تكنيك هـاي جديـد كـه در        . پيشنهاد شده است  

هـاي اخيـر     هاي مختلف در سـال     كرايوپرزرويشن سلول 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 
            حسن نيك نژاد و همكاران                                                            پژوهشي  
  

17  1391 ، آبان 94مازندران                                                                                        دوره بيست و دوم ، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشكي 

مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت، اسـتفاده از بـسترها و        
 كه شـامل مـواد    (Niche)كُنام سلولي .داربست ها است

س خـارج سـلولي،    هـاي مـاتريك    مختلف ماننـد پـروتيئن    
هاي رشد و ساير عوامل است، نقش بسيار مهمي          فاكتور

هــاي  در رشــد، تمــايز و عملكــرد فيزيولوژيــك ســلول 
 از اين رو استفاده از شرايط خاصي كـه          )22(بنيادي دارد 

هـاي بنيـادي را در حـين         سلولبتواند محيط طبيعي رشد     
توانـد در بهبـود رونـد        كرايوپرزرويشن تقليد نمايد، مـي    

. ها نقش مهمـي داشـته باشـد        ايوپرزرويشن اين سلول  كر
ــر روي ســلول  هــاي  مطالعــات مختلفــي در ايــن زمينــه ب

ها سلول هـا قبـل       مختلف صورت گرفته است كه در آن      
هاي مختلف و به شـكل       از كرايوپرزرويشن در داربست   

از . )24، 23(منجمد و طولاني مـدت نگهـداري شـده انـد       
هـا منجـر     سلولبا كنام   هاي مشابه    اين رو وجود داربست   

هـاي زنـده و كـاهش تمايزهـاي          به افزايش تعداد سـلول    
ناخواسته پـس از كرايوپرزرويـشن سـلول هـاي بنيـادي            

  .گردد مي
هــاي رايــج در  در ايــن مطالعــه بــا اســتفاده از روش

كـارگيري مـواد مختلـف       هكرايوپرزرويشن سلولي و با ب    
ــواني (DMSO, Glycerol)محــافظ انجمــاد  ، ســرم 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
 12( زرويشن و نگهداري طولاني مـدت     مراحل كرايوپر 

  .بررسي گرديد) ماه
  

  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    
ــد  ــه گردي ــران تهي ــاني ته ــيش از . طالق ــستپ ــاي  آن ت 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  

خـذ  ها ا  به والدين ارائه شد و فرم رضايت كتبي نيز از آن          
  .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   هكشت سلولي و ب   محيط آزمايشگاه در زير هود      

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   

داد كـه   دست آمـده از مطالعـات اوليـه نـشان مـي         هنتايج ب 
ــا ــس از    نقـ ــت پـ ــده بافـ ــده شـ ــاخورده و چروكيـ ط تـ

ــدار   ــشن مق ــد viabilityكرايوپرزروي ــري دارن ــه .  كمت ب
منظــور جلــوگيري از ايــن مــشكل در گــروه هــايي كــه   

شـدند پـس از      هـا بـه همـراه داربـست اسـتفاده مـي            سلول
ــر روي غــشاهاي نيتروســلولز    شستــشوي كامــل، بافــت ب

لا تليوم آن بـه سـمت بـا        شد كه سمت اپي    طوري پهن مي  
 5/0 × 5/0قرار گيرد و سپس بافـت بـه قطعـات بـا ابعـاد               

  .گرديد شد و استفاده مي متر بريده مي سانتي
به منظور يكسان كردن شـرايط در هـر دو گـروه بـا              

تليـالي   هـاي اپـي    داربست و بدون داربست، تعـداد سـلول       
روي پرده آمنيون در زير ميكروسكوپ فـاز معكـوس بـا          

ت خـاص شـمارش     عدسي چشمي مدرج در يك مـساح      
شد و به همان تعداد سلول در گروه هاي بدون داربـست            

ها در پرده آمنيون     تعداد سلول . مورد استفاده قرار گرفت   
 بـود و غلظـت نهـايي    2×107طور ميـانگين     هبا ابعاد فوق ب   

گروه بدون داربـست نيـز بـا توجـه بـه ايـن نتـايج تنظـيم                  
  .گرديد
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  جداسازي سلول
 پــرده ،تليــال آمنيــوني يهــاي اپــ بــراي جداســازي ســلول

ــون ــهآمني ــات ب ــراي     كوچــك قطع ــد و ب ــسيم ش ــر تق   ت
ــول  ــضم آنزيمــي در محل  Trypsin-EDTA )%0.15 (ه

)Sigma-Aldrich ( قرار گرفت)از اين مرحلـه بـه       .)20،  7
 هــضم .شــد انجــام C °37  كارهــا در دمــايكليــه ،بعــد

 10 از حاصل مواد .آنزيمي در سه مرحله صورت گرفت     
 از حاصل زوائد بيشتر كه آنزيمي هضم اول دقيقه مرحله 

 محلول حاصـل از     و شده ريخته دور ،بودند آمنيون پرده
 دقيقـه   40دوم و سوم كـه هركـدام        مرحله  هضم آنزيمي   

 rpm 2300دقيقـه بـا سـرعت     10طـول كـشيد بـه مـدت     
 .گرديـد  آوري  هاي حاصـل جمـع   شد و سلول سانتريفيوژ  

يون مــورد  بــه شــكل سوسپانــسPBSهــا در  ســپس ســلول
استفاده قرار گرفت، تعداد سـلول در سوسپانـسيون فـوق           

ها در هر ويال     طوري تنظيم گرديد كه تعداد نهايي سلول      
برابر تعداد سلول ها    (ليتر    سلول در هر ميلي    2×107كرايو  
  .باشد) وه با داربست پرده آمنيوندر گر

  
  گروه هاي مطالعه

روه هاي مورد بررسي در اين طرح شامل دو گ         گروه
  :اصلي بودكه  عبارتند از

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       

رار داده  ميلي ليتري در كرايوتيوب ق   1هاي   شد و با حجم   
ثير شـرايط و     هدف از انتخاب اين گروه بررسي تأ       .شدند

ــد    ــف مانن ــواد مختل ــشت  FBSم ــيط ك  DMEM ، مح

(Invitrogen) ،DMSO (Sigma-Aldrich) و گليسرول 
  تليـــال آمنيـــون  هـــاي اپـــي در كرايوپرزرويـــشن ســـلول

بنـابراين ايـن گـروه شـامل سـه دسـته اصـلي              . انساني بود 
(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 سريعاً  24 قرار گرفتند و پس از       -C °80فريزر  

 مــاه 12پـس از   .تانـك نيتـروژن مـايع انتقـال داده شـدند     
ها از نيتروژن مايع خـارج و در دمـاي محـيط             ايوتيوبكر

 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 قابـل قبـول و مقايـسه          هب

صـورت مـستقل     هدست آمـد و ب ـ     هب جفت   12نمونه ها از    
تكرار انجام  ) n=5( بار   5بررسي گرديد و براي هر گروه       

 .شد
در ايـن گـروه از پـرده        : گروه سلول با داربـست     -2

بدين منظـور قطعـات بـافتي       . آمنيون با سلول استفاده شد    
تهيه شده با شرايط و مـواد مختلـف كـه جزييـات آن در               

ــشان داده شــده اســت، ك 1  شــمارهجــدول ــوپرزرو  ن راي
 PBSحجم نهايي محتويات كرايوتيوب توسط      . گرديدند

شرايط كرايو پرزرويـشن ايـن      .  ميلي ليتر رسانده شد    1به  
.  مشابه بـا گـروه سـلول بـدون داربـست بـود             گروه كاملاً 

دست آمده از همان  ههاي ب همچنين در اين گروه از نمونه  
هاي گروه سلول بدون داربست  و بـا همـان تعـداد               جفت

كرار استفاده شد تا بتوان خطا هاي احتمـالي را كـاهش            ت
داد و تاثير شرايط مختلف كرايوپرزرويـشن را در ميـزان           

 در دو گـروه     Oct‐4زنده بودن سـلول هـا و بيـان مـاركر            
 )Tukey Post-Test( از آزمـون . بهتر با هم مقايسه نمـود 

ANOVAبراي مطالعات آماري استفاده شد .  
  

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

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

ايـن روش فقـط     . روش از محلول تريپان بلو استفاده شـد       
ها  براي غربالگري اوليه مورد استفاده قرار گرفت و بافت        

هـا   هاي زنده در آن    و سوسپانسيون هايي كه درصد سلول     
 بود از مطالعـه حـذف شـدند و تعـداد           درصد 85 از   كمتر
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هاي باقي مانده از اين مرحلـه بـا          هاي زنده در نمونه    سلول
  . مورد بررسي دقيق تري قرار گرفتMTTروش 
 

تركيب مواد استفاده شـده بـراي كرايـو پرزرويـشن         :1 شماره   جدول
سلول هاي اپي تليال آمنيـون انـساني در هـر دو گـروه سـلول بـدون                  

  .ت و سلول با داربستداربس
  

   با و بدون داربستتركيب 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  

  

هاي مورد بررسي در اين طرح شامل سه گروه اصلي بود كـه              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) ●(
  .ماده مورد نظر در نمونه موجود نيست) ○(

  
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   Formazan هـاي 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       ي اپـي  هـا  بر عليه ماركر هاي سلول    
ــروتئين ــان پ ــاي  بي ــابي Oct-4 و Pancytokeratinه  ارزي

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

(Sigma-Aldrich)     كونژوگه شده با FITC   استفاده شـد  .

ــاركر   ــي مـ ــراي بررسـ ــه   از Oct-4بـ ــادي اوليـ ــي بـ   آنتـ
Anti-POU5F1 (Sigma-Aldrich)بـادي ثانويـه     و آنتي

Goat anti-rabbit IgG (Chemicon)   كونژوگـه شـده 
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

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

  
  كنترل ميكروبي بانك سلولي

كه كليه مراحل تهيـه و آمـاده سـازي بافـت و              با اين 
ها در شرايط استريل انجـام گرفـت، امـا           جداسازي سلول 

هـــاي ناخواســـته ميكروبـــي  احتمـــال وجـــود آلـــودگي
خصوص هنگام تهيه بافـت و انتقـال آن بـه آزمايـشگاه             هب

تواند درصد   هاي ميكروبي مي   د دارد و اين آلودگي    وجو
viability ها را به ميزان چشمگيري كـاهش دهـد،           سلول

ــدين جهــت همــه بافــت  هــا قبــل و بعــد از  هــا و ســلول ب
ــي    ــل ميكروبـ ــود عوامـ ــر وجـ ــشن از نظـ كرايوپرزرويـ

به شرح زير بررسي و در مـواردي        ) ها و قارچ ها    باكتري(
 از گـروه مطالعـه      تـرين آلـودگي ديـده شـد        كه كوچك 
  .حذف شدند

  
هاي كشت براي بررسي آلودگي باكتريايي و        محيط

 :قارچي شامل

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

  .ها هوازي اختياري و قارچ و گرم منفي هوازي و بي
ن كـرد   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
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 مــورد مطالعــه، مقــداري از   هــاي در همــه گــروه 
هـاي فـوق     هـا در محـيط     هاي سلولي و بافت    سوسپانسيون

 به مـدت    C °15 و   C °37كشت داده شده و در دماهاي       
هاي كشت به ترتيب پـس از   محيط.  روز انكوبه شدند   14

 روز از نظــر رشــد 14 ســاعت و 72 ســاعت، 24گذشــت 
  .گرديد ميكروبي بررسي مي

  

  ها يافته
ــايج حاصــل از ب  Pancytokeratinررســي مــاركر نت

تليال آمنيون انساني پـس      هاي اپي  سلولهمه  نشان داد كه    
ــازي  ــه   Pancytokeratinاز جداس ــد ك ــي كنن ــان م  را بي

بيانگر جداسازي صحيح اين سـلول هـا و عـدم آلـودگي             
  ).الف1 - شمارهشكل(به سلول هاي مزانشيمال مي باشد 

  

  
  

 بر عليه FITCونژوگه شده با واكنش آنتي بادي ك: الف :1شكل شماره 
:  ب.  در سلول هاي اپي تليالي آمنيون انسانيPancytokeratinماركر 

واكنش آنتي بادي ثانويه كونژوگه شده با رودامين با آنتي بادي اوليه بر 
 در سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني قبل از Oct-4عيله ماركر پرتواني 

  .(Scale bar = 50µm) كرايوپرزرويشن 
  

  
ساعت  72تصويري از نتايج كشت ميكروبي منفي پس از  :2شكل شماره 

 Trypticase soyدر محيط كشت ) ؛ الفC°37انكوباسيون در دماي 

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

تليــال آمنيــون  هــاي اپــي  ســلول مانــدندرصــد زنــده
  و تريپــــان بلــــو قبــــل ازMTTانــــساني بــــه دو روش 

كرايوپرزرويشن بررسي گرديد و نتايج حاصل نـشان داد         
هـاي اپـي تليـال آمنيـون          درصـد از سـلول     94كه بيش از    

انساني پس از جداسازي از پـرده آمنيـون قـدرت حيـات             
هـاي زنـده پـس از كرايوپرزرويـشن          درصد سلول . دارند
 بررسي  MTTتليال آمنيون انساني با روش       هاي اپي  سلول

 ســلول هــا بــه همــراه داربــست در گروهــي كــه. گرديــد
تليال آمنيـون انـساني      نگهداري مي شدند، سلول هاي اپي     

و سـپس مـورد     پس از كرايوپرزرويشن جداسـازي شـده        
در گــروه ســلول بــدون داربــست  .ارزيــابي قــرار گرفتنــد

ــده  درصــد ســلول ــسيون ســلولدرهــاي زن هــاي   سوسپان
تليال آمنيون انساني پس از كرايوپرزرويـشن بررسـي          اپي

هاي زنـده    گرديد كه نتايج حاصل به همراه درصد سلول       
 1  شـماره  در نمودار(Fresh cell)قبل از كرايو پرزرويشن 

  .نشان داده شده است

  
  

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    دار زنده ماندن سلول    معني
  ) P<0.01(  .شود مشاهده مي

  
اي كــه مــاده محــافظ انجمــاد فقــط شــامل  در دســته

DMSO هــاي زنــده توســط  ســلول بــود بــالاترين درصــد
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ــواد   ــي از مـ ــDMEM و FBSتركيبـ ــد   ه بـ ــت آمـ دسـ
ــده در  ) 62.2±4.6%( ــزان ســلول هــاي زن ــرين مي و كمت

اي  در دسته.  بودندDMSOهايي بود كه فقط حاوي       ويال
ها كه ماده محافظ انجماد فقط شـامل گليـسرول           از نمونه 

هـاي حـاوي     هاي زنـده كمتـر از گـروه         درصد سلول  بود
DMSO هــا در  اي كــه ســلول  در دســته.گرديــد مــشاهده

 و گليـسرول    DMSOحضور هر دو ماده محافظ انجمـاد        
هـاي زنـده پـس از        نگهداري شدند بالاترين ميزان سـلول     

هايي ديـده شـد كـه عـلاوه بـر            كرايوپرزرويشن در نمونه  
 DMEMو   FBSمواد محافظ انجماد، حاوي تركيبـي از        

تليـال   اپـي هـاي    سـلول  درگروه سلول با داربـست،    . بودند
 آمنيون انساني بدون جداسازي از بستر در شـرايط كـاملاً          

مشابه با گروه بدون داربست نگهـداري شـدند و درصـد            
 هاي زنده پس از يكسال بررسي گرديد كه نتايج آن          سلول

هاي زنده قبـل از كرايوپرزرويـشن        به همراه درصد سلول   
(Fresh cell)نشان داده شده است2  شماره در نمودار  .  

  

  
  

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

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+DMEMرد وجود ندا.  
  

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

 ديده شـد كـه فقـط مـاده محـافظ حـضور              هايي گروهدر  
هـايي   هاي زنده در حالـت     داشت و بيشترين درصد سلول    

 تركيبـي از    عـلاوه بـر مـاده محـافظ،        كـه    مشاهده گرديد 
FBS و محــيط كــشت  DMEMم اضــافه شــده بــود  هــ

 و  DMSO+FBSدر نمونه هايي كه حاوي      . (77.9±4.8)
DMSO+DMEM   ــه ــده ب ــود، درصــد ســلول هــاي زن  ب

هـاي   در دسـته  . گزارش شـد  درصد   2/30 و   4/23ترتيب  
بـه عنـوان عوامـل      DMSO+كه از گليسرول و گليـسرول     

هـاي   محافظت از انجماد استفاده شده بـود درصـد سـلول          
 ــ ــده پــس از كرايوپرزروي ــرزن  از گــروه حــاوي شن كمت

DMSOبود .  
هـاي   به منظـور بررسـي تمايزهـاي ناخواسـته سـلول          

تليال آمنيون انساني در حين نگهداري طولاني مـدت          اپي
 در  Oct-4 درصد بيـان مـاركر پرتـواني         ،در بانك سلولي  

هاي زنـده را داشـتند،       هايي كه بيشترين ميزان سلول     نمونه
. بررسـي گرديـد  آميـزي ايمونوسيتوشـيمي      با روش رنگ  

در سلول هـاي  Oct-4 نتايج حاصل از بررسي بيان ماركر 
درصد  7/14±1/3جداشده از پرده آمنيون نشان داد كه          

هـا مـاركر فـوق را قبـل از كرايوپرزرويـشن             از اين سلول  
ــد  ــي كنن ــان م ــكل. بي ــمارهدر ش ــه اي -1  ش  از ب نمون

 تليال آمنيون انساني كه مـاركر پرتـواني را         هاي اپي  سلول
بـا توجـه بـه شـرايط      .كنند نشان داده شـده اسـت    بيان مي 

مختلف نگهـداري كـه در گـروه سـلول بـدون داربـست              
هـاي زنـده،     ايجاد شـد و نتـايج حاصـل از درصـد سـلول            

هـايي كـه تركيبـي از         در حالـت   Oct-4ميزان بيان ماركر    
 به همراه مـواد محـافظ انجمـاد در          DMEM و   FBSمواد  

 بررسـي گرديـد و نتـايج        هـا وجـود دارنـد،      محيط سـلول  
 قبــل از Oct-4حاصــل از آن بــه همــراه درصــد بيــان     

 3  شـــماره در نمـــودار(Fresh cell)كرايوپرزرويـــشن 
 پــس از Oct-4درصــد بيــان مــاركر . آورده شــده اســت

ها كه فقـط از مـاده        اي از سلول   كرايوپرزرويشن در دسته  
ها استفاده شده    گليسرول براي محافظت از انجماد در آن      

طـوري كـه در      ه ب ـ ،دسـت آمـد    هتـرين مقـدار ب ـ     د پائين بو
 و FBSهــايي كــه در محــيط  حــاوي گليــسرول،   ســلول
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DMEM   شده بودند ميزان بيـان مـاركر         نگهداريOct-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     نها اسـتفاده شـده       آ  به عنوان ماده محافظ انجماد

 در حـالتي   Oct-4در اين دسته بيشترين درصـد بيـان         . بود
 DMEM و   DMSO  ،FBSهـا در     گزارش شد كه سـلول    

نتايج حاصل همچنين نـشان داد كـه        . نگهداري مي شدند  
 و گليــسرول بــه DMSOهــا كــه از  اي از ســلول در دســته

شـد،   همراه هم به عنوان مواد محافظ انجماد اسـتفاده مـي         
 كمتر از حـالتي اسـت كـه    Oct-4طور كلي بيان ماركر      هب

DMSOبه تنهايي استفاده شود .  
  

  
  

 قبـــل و پـــس از Oct-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
  

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

ها بررسي گرديد كه نتايج حاصل از آن بـه همـراه             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  ،DMEM با اسـتفاده از      هايي ديده شد كه    در سلول 

  

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

 و مقايـسه ايـن نتـايج بـا          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 
هــايي كــه كرايــوپرزرو نــشده انــد وجــود دارد  بــا ســلول

(P<0.05)داري در  ، در صـــورتي كـــه اخـــتلاف معنـــي
هـاي مـشابه در گـروه        هـاي زنـده در نمونـه       درصد سلول 

 نتايج  Oct-4 در مورد بيان     .سلول با داربست وجود ندارد    
ــان   ــزان بي ــشان داد كــه مي ــا  در Oct-4حاصــل ن گــروه ب

هــاي قبــل از   داري بــا ســلول  داربــست تفــاوت معنــي  
كرايوپرزرويشن ندارد، در حالي كه بيان ايـن مـاركر در           
گروه بـدون داربـست پـس از كرايوپرزرويـشن كـاهش            

 ).3  شـماره  نمودار( را نشان مي دهد      )p >05/0 (داري معني
بــراي بررســي اثــرات مــواد محــافظ در كرايوپرزرويــشن 

 در  Oct-4ال آمنيون انساني، ميزان بيان      هاي اپي تلي   سلول
مـاده  +FBS+DMEMهـا    هايي كـه در تركيـب آن       نمونه

محافظ انجماد بود، در هر دو گروه سـلول بـا داربـست و     
ــد    ــسه ش ــست مقاي ــدون دارب ــودار. (ب ــمارهنم در ). 3  ش

از گليــسرول اســتفاده شــده اســت كــاهش گروهــي كــه 
 ديـده  Oct-4 در بيـان    DMSOداري نسبت به گروه      معني

 اين وضعيت در هـر دو گـروه بـا و            .)p >01/0 (مي شود 
ايـن يافتـه هـا نـشان        . گـردد  بدون داربـست مـشاهده مـي      

هـايي   دهد كه در گروه سلول بـدون داربـست، نمونـه           مي
عنـوان مـاده محافظـت       ه ب ـ DMSOهـا    كه در تركيـب آن    

 كار رفته است نسبت بـه گـروه حـاوي      هكننده از انجماد ب   
  . دارندكمتري ناخواسته گليسرول تمايزهاي

  

  بحث
ــسيار مهــم در پزشــكي    ــدازهاي ب يكــي از چــشم ان

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

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

در . اي قـرار گرفتـه اسـت    سراسر دنيـا مـورد توجـه ويـژه     
هــاي  همــين راســتا تهيــه بانــك ســلولي مناســب از ســلول

بنيادي دانشمندان مختلفـي را در سراسـر دنيـا بـه چـالش              
كشيده است و بدين منظـور تحقيقـات وسـيعي در زمينـه             

هـا در حـال      سـلول سازي نگهـداري طـولاني مـدت         بهينه
از مشكلات عمده نگهداري طـولاني مـدت        . انجام است 

تـوان بـه كـاهش       هايي كه خواص بنيادي دارند مي      سلول
هـاي زنـده و تمايزهـاي ناخواسـته در طـول             تعداد سـلول  

هـدف ايـن مطالعـه      . ها اشـاره كـرد     زمان نگهداري سلول  
ــشن    ــون در كرايوپرزرويـ ــست آمنيـ ــر داربـ ــي اثـ بررسـ

ليـال آمنيـون انـساني بـه منظـور افـزايش            ت هاي اپـي   سلول
ه هاي زنده و كاهش ميزان تمايزهاي ناخواست       تعداد سلول 

  .باشد پس از كرايوپرزرويشن مي
اولين هدف ما در اين مطالعه استفاده از پرده آمنيون    
به عنوان داربست سلولي در كرايوپرزرويشن سلول هـاي       

عـه حاضـر،   طبـق نتـايج مطال  . تليال آمنيون انساني بـود    اپي
ها بر روي بستر طبيعيشان باعـث      كرايوپرزرو كردن سلول  

افزايش ماندگاري در مقايـسه بـا سـلول هـاي جـدا شـده               
هـايي اسـت كـه       اين نتايج در راستاي گـزارش     . گردد مي

. داننـد  ها را ضـروري مـي      حضور بستر براي انجماد سلول    
 و همكاران بر    Liu توسط   2000اي كه در سال      در مطالعه 

هـايي كـه     هاي فيبروبلاست انجام شد، سـلول      لولروي س 
ــه      ــسبت ب ــد ن ــده بودن ــرار داده ش ــدي ق ــه بع ــستر س در ب

در مطالعـه   . )25(هاي فاقد بستر، بيشتر زنـده ماندنـد        سلول
ــاي    ــط آق ــه توس ــري ك ــارانش در Birrauxديگ  و همك

هـــاي كبـــدي بـــه شـــكل   انجـــام گرديـــد ســـلول2002
دند و پـس از    ساندويجي بين دو لايه كلاژن قرار داده ش ـ       

هـاي   نگهداري طـولاني مـدت افـزايش در تعـداد سـلول           
زنده و افزايش در عملكرد ترشحي اين سلول ها پـس از            

ثير أكرايوپرزرويــشن گــزارش گرديــد و نتــايج بيــانگر تــ
ــود  ــست ب ــت دارب ــه . )24(مثب ــين، در مطالع ــه  همچن اي ك

ــط ــال   Linتوس ــارانش در س ــد  2004 و همك ــام ش  انج

 Matrigel  نـي قبـل از انجمـاد در   هـاي بنيـادي جني   سلول
قــرار داده شــده و ســپس كرايــوپرزرو شــدند كــه تعــداد 

طـور   ههاي زنده پس از نگهـداري بـه ايـن شـيوه ب ـ             سلول
هـايي   چشمگيري افزايش داشت و همچنين درصد سلول      

كه به شـكل ناخواسـته در طـول كرايوپرزرويـشن تمـايز             
رد در اكثـر مـوا    . )23(پيـدا كـرد   كردنـد كـاهش      پيدا مـي  

اســـتفاده از داربـــست هـــا باعـــث افـــزايش بهـــره وري  
همچنين در اين مطالعـه نـشان       . كرايوپرزرويشن مي شود  

ها بر روي بستر مي توانـد   داده شد كه كرايو كردن سلول     
باعث كاهش تمايز هاي ناخواسـته در پروسـه نگهـداري           

  هــا بــه روش انجمــاد گــردد، كــه بــدين منظــور از  ســلول
Oct-4ايــن نــشانگر يكــي از مجموعــه . اســتفاده گرديــد 

فاكتورهاي همانندسازي سلول هاي انساني اسـت كـه در          
هــاي بنيــاديي كــه خاصــيت پرتــواني دارنــد ديــده  ســلول

شود و يكي از ماركرهاي شناسايي سلول هاي بنيادي          مي
براي توجيه اثر مثبـت     . )26(تمايز نيافته و پرتوان مي باشد     

ــولا   ــشن ط ــون در كرايوپرزروي ــست آمني ــدت دارب ني م
توان دلايل مختلفي    تليال آمنيون انساني مي    هاي اپي  سلول

كـه اسـتفاده از آمنيـون بـه          از جملـه ايـن    . را مطرح نمـود   
هـاي   تواند شـرايط طبيعـي زنـدگي سـلول         عنوان كنام مي  

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

ــپ   ــلاژن تايـ ــد كـ ــلولي ماننـ ــارج سـ ــاي  خـ ، IV و Iهـ
 و حـضور    )27(فيبرونكتين، لامينين، پرلكان و غيره اسـت      

هـاي   ها به عنـوان عوامـل اصـلي كنـام سـلول        اين پروتئين 
هـاي ايجـاد شـده در طـول          توانـد از آسـيب     تليالي مي  اپي

نتايج اين مطالعه عـلاوه     . ها بكاهد  كرايوپرزرويشن سلول 
مطالعـاتي كـه قـبلا در ايـن راسـتا صـورت             ئيد نتايج   أبر ت 

گرفته بود، پرده آمنيون را به عنوان يك داربست جديـد           
. نمايــد در رونــد كرايوپرزرويــشن ســلول هــا معرفــي مــي

بديهي است كه انجام مطالعات بيشتر در زمينه اسـتفاده از    
پرده آمنيون در نگهداري طولاني مدت سـاير سـلول هـا            

يكي ديگـر از اهـداف ايـن         .نيز ضروري به نظر مي رسد     
 و گليــسرول در DMSOمطالعــه بررســي اثــرات حــضور 
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هـاي اپـي تليـال آمنيـون         نگهداري طولاني مـدت سـلول     
 در كه دهد مي نشان هاي مطالعه حاضر   يافته. انساني بود 

 دارد وجـود  گليـسرول  هـا  آن تركيـب  در كـه  هايي نمونه
 طـول  در انـساني  آمنيـون  تليـال  اپـي  هـاي  سـلول  پرتواني

 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
 در مـورد اسـتفاده از مـواد محـافظ انجمـاد،             .گـردد  زنده

مواد مختلفي  . مطالعات بسيار زيادي صورت گرفته است     
ريـــستال هـــاي يـــخ و بـــراي جلـــوگيري از تـــشكيل ك

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           

ــتفاده از      ــي اس ــت و منف ــرات مثب ــورد اث ــضي در م متناق
 در كرايوپرزرويشن سلول ها وجود      DMSO گليسرول 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         

ــ. )29(غيــره اشــاره كــرد نظــر مــي رســد مــاده  هبنــابراين ب

كريستال يـخ بايـد بـر اسـاس     جلوگيري كننده از تشكيل   
  .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    اسـتفاده از آمنيـون مـي      . ها داشته باشد   اين سلول 

ها جلوگيري    از كرايوپرزرويشن سلول   مرگ و مير ناشي   
بـا انجـام    . هـا را حفـظ نمايـد       كرده و قدرت پرتـواني آن     

تـوان پـرده آمنيـون را بـه          مطالعات بيشتر در اين زمينه مي     
هاي مختلف   عنوان داربست جديدي در تهيه بانك سلول      

  .معرفي نمود

  
  سپاسگزاري

 هـاي  وسيله از پرسنل محترم اتاق عمل بيمارستان       بدين
خصوص سركار خانم دكتـر      هرفان و آيت االله طالقاني ب     ع

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   
  .دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام گرديد
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