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مقاله تحقیقی   

مقدمه و اهداف: استفاده از سلول های بنیادی مزانشیمی یک رویکرد امیدوارکننده برای بازسازی بافت های آسیب 
دیده است. داربست های مهندسی شده بارگذاری شده با سلول یکی از روش های پیوند سلول در محل آسیب است. 
با این حال، زنده مانی سلول در داربست همچنان یک چالش است. فاکتورهای رشد نقش ثابت شده ای در افزایش 
فعالیت متابولیک سلول دارند. محلول پرده آمنیوتیک یک منبع غنی از فاکتور رشد است. هدف از این مطالعه تعیین 

غلظت بهینه محلول پرده آمنیوتیک بر رفتار سلول های بنیادی مزانشیمی در شرایط آزمایشگاهی بود.
روش ها: محلول پرده آمنیوتیک به روش آنزیمی در غلظت های از پیش تعیین شده تهیه شد. سلول های بنیادی 
مزانشیمی بارگذاری شده در هیدروژل با غلظت های مختلف تیمار شد. میزان زنده مانی، تکثیر و فعالیت متابولیکی 

سلول ها مورد ارزیابی قرار گرفت.
یافته ها: سمیت سلولی محلول پرده آمنیوتیک به روش MTT اندازه گیری شد. افزایش غلظت ازmg/ml 0/1 تا 
1 هیچگونه سمیت نشان نداد و در غلظتmg/ml 1/5 کاهش چگالی نوری )DO=0/58±0/012( نسبت به کنترل 
)DO=0/39±0/014( مشاهده شد. فعالیت متابولیکی سلول بارگذاری شده در هیدروژل در غلظت mg/ml 1 افزایش 
معنی داری نسبت به گروه کنترل داشت)p0/012( و میزان محتوی DNA در این گروه )0/9±19/6 نانوگرم/ماتریس( 

آن را تایید کرد.
 نتیجه گیری: پیشنهاد می شود که محلول پرده آمنیوتیک به عنوان یک منبع غنی از فاکتور رشد با دوز بهینه

mg/ml 1 موجب افزایش زنده مانی و فعالیت متابولیکی سلول بنیادی مزانشیمی بارگذاری شده در داربست جهت 

سلول درمانی می شود.
واژه های کلیدی: پرده آمنیوتیک، سلول بنیادی مزانشیمی، مهاجرت سلولی، تکثیر سلولی

بررسی تاثیر محلول پرده آمنیوتیک بر رفتار سلول های بنیادی مزانشیمی بند ناف انسانی در شرایط 
آزمایشگاهی
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مقدمه
اخیرا، درمان های مبتنی بر سلول یک رویکرد درمانی جدید است که 
انواع مختلفی از سلول های بنیادی برای بازسازی و ترمیم آسیب های بافتی 
استفاده می شود1،2. این سلول ها با ظرفیت خود برای تجدیدپذیری و تمایز 
به انواع سلول های خاص تمام بافت ها و سیستم های اندام بدن، با توجه به 
شرایط ریزمحیطی مشخص تبدیل شده و توانایی ترمیم آسیب در میزبان 
را حفظ می کنند 3،4. پیوند سلول های بنیادی اگزوژن می تواند اتولوگ ویا 
آلوژنیک )غیر اتولوگ( باشد 2،5. در موارد تجویز سلول های بنیادی آلوژنیک، 
سلول های بنیادی گیرنده اصلی کمپلکس سازگاری بافتی )MHC( را بیان 
می کنند و احتمال رد پیوند وجود دارد 6،7. برای جلوگیری از عواقب واکنش 
میزبان در مقابل پیوند، درمان مبتنی بر سلول رویکردهای جدید با پشتیبانی 
از فناوری های مهندسی بافت در حال توسعه هستند، تکنیک هایی که اصول 
علم و مهندسی مواد را با زیست شناسی سلول های بنیادی ترکیب می کند 
از روش های عدم تحریک  یکی  بارگذاری سلول ها درون هیدروژل   .8

درون  سلول  بارگذاری  چالش های  از  یکی  می باشد9،10.  ایمنی  سیستم 
هیدروژل مرگ سلولی آن می باشد11. مطالعات مختلف همراهی فاکتور 
رشد اگزوژن با سلول ها را برای افزایش فعالیت متابولیک و زنده مانی 
سلول گزارش کردند12. یکی از منابع غنی از فاکتور رشد، پرده آمنیوتیک 
است. پرده آمنیوتیک ل䐧یه داخلی پرده های جفتی است که پس از زایمان به 
عنوان زباله زیستی امحا می شود. غشای پایه پرده آمنیوتیک به عنوان منبع 
دخیره فاکتورهای رشد عمل می کند که مهمترین این فاکتور شامل فاکتور 
 TGF a, -b1,b2,( فاکتور رشد ترانسفورم کننده ،)EGF( رشد اپیدرمی
فاکتور   ،)KGF, KGFR( آن  گیرنده  و  رشدکراتینوسیت  فاکتور   ،)b3

رشد هپاتوسیت و گیرنده آن )HGF,HGFR(، فاکتور رشد فیبروبل䐧ستی 
)bFGF(، فاکتور رشد اندوتلیال عروقی )VEGF(، فاکتور رشد مشتق از 
پل䐧کت )PDGF( که در بحث ترمیم موثر است. اولین کاربرد آن در حوزه 
مهندسی بافت استفاده از آن به عنوان پانسمان بیولوژیک در درمان زخم 
پوستی و چشمی بود13،14. اخیراً، محققان از فرم محلول غشای آمنیوتیک 
 ECM به عنوان منبع غنی از فاکتورهای رشد و پروتئین های )AME(
برای بهبود زخم استفاده کردند 15.  آنها گزارش کرده اند که انتشار موضعی 
AME در محل زخم، سلول های درون زا را به سمت رگ زایی و تشکیل 

بافت جدید فراخوان می کند 16. از طرفی سلول هاي بنیادي مزانشیمی
)MSCs( سلول هاي استرومال غیرخونی اند که توانایی تمایز به رده هاي 

هر سه ل䐧یه جنینی همچون استخوان، غضروف، ماهیچه، کاردیومیوسیت، 
سلول هاي اندوتلیال، چربی و کراتینوسیت را دارند. این سلول ها از منابع 
بدست  ناف واستخوان  بند  آمنیوتیک،  مایع  بافت چربی،  نظیر  مختلفی 
می آیند. این سلول ها سبب تعدیل پاسخ ایمنی، تکثیر و مهاجرت سلول 
هاي کراتینوسیت و اندوتلیال، فراخوانی ماکروفاژها و سلول هاي پیش ساز 
اندوتلیال به محل زخم و رگ زایی می شوند. استخراج MSCs بند ناف 
سریعتر و راحت تر از مغز استخوان است 17،18. در این مطالعه ما رفتار سلول 
بنیادی MSCs را در تماس با دوزهای مختلف محلول پرده آمنیوتیک به 

عنوان یک منبع دارای فاکتور رشد فراوان بررسی کردیم.

مواد و روش ها
تهیه محلول پرده آمنیوتیک: غشای آمنیوتیک خشک )شرکت پیشتاز 
طب آبادیس، تهران، ایران( به قطعات کوچک بریده شد و سپس با روش 
با آنزیم پپسین  کرایوژنیک )نیتروژن مایع( آسیاب شد. پودر تهیه شده 
)w/w 1( و HCL  )N 0/01( به مدت 48 ساعت در دمای C37° هضم 
شد. محلول به دست آمده با دور 18000 به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ و 
مایع رویی خارج شد. مایع رویی با سدیم هیدروکسید )NaOH( خنثی 
)pH: 7( و با استفاده از روش فیلتراسیون )mµ 0/2( استریل شد. میزان 
پروتئین کل محلول با روش )Bicinchoninic acid assay )BCA سنجیده 

شد و محلول نهایی در غلظت های مشخص)جدول1( تهیه شدند.

جدول1. غلظت های مختلف محلول آمنیوتیک
غلظت )میلی گرم/میلی لیتر(گروه ها
0/1نمونه 1
0/5نمونه2
1نمونه 3
1/5نمونه 4

محیط کشت کاملکنترل مثبت
(+DMEM 20% FBS)

محیط کشت پایه بدون سرمکنترل منفی

ارزیابی سازگاری سلولی به روش MTT: تست MTT بر اساس 
روش رنگ سنجی است و اساس آن تبدیل نمک تترازولیوم زرد رنگ 
 (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(or یا معرف MTT، به کریستال های فرمازان بنفش رنگ در سلول های 
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و    NADP به   وابسته  اکسیدوردوکتاز  آنزیم های  واقع  در  است.  فعال 
NADPH موجود در سلول های فعال عمل احیای MTT به فرمازان را انجام 

می دهند.  از آنجایی که کریستال های فرمازان نامحلول از یک ماده حل䐧ل 
)DMSO( استفاده شد تا رنگ ایجاد شده توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر 
در جذب 600-500 نانومتر توسط دستگاه قابل خوانش باشد. برای این 
منظور سلول های بنیادی مزانشیمی )انستیتوپاستور، بانک سلول، تهران، 
 ایران( تهیه و تا پاساژ چهارم در فل䐧سک 25T کشت داده شدند. محیط 
)+ DMEM + 20% FBS آنتی بیوتیک 1%( برای تکثیر سلولی استفاده 
شد17. تعداد 5×104سلول داخل هر چاهک پلیت 96-خانه ریخته شد و به 
مدت 24 ساعت در انکوباتور با دمای C °37 و دی اکسیدکربن 5% انکوبه 
شد. سپس محیط رویی خارج و غلظت های مختلف )جدول 1( محلول 
پرده آمنیون به سلول اضافه شد. در بازه زمانی48،24و72 ساعت میزان 
چگالی نوری)OD( با دستگاه خوانش پلیت در طول موج 570 نانومتر 

قرائت شد.

بارگذاری سلول بنیادی مزانشیمی در هیدروژل ژلما
سنتز ژلما: ژل䐧تین خوکی نوع w/v( A( 10% در دو فالکون به صورت 
جدا توسط PBS در دمای C60° حل شد و بر روی همزن مغناطیسی با 
 methacrylic( تین، 0/1 میلی لیتر䐧دور آرام قرار گرفت. به ازای هر گرم ژل
anhydride( در طی مدت 3ساعت به محلول اضافه شد و برای مدت 3 

ساعت واکنش انجام گرفت. متاکریلیک انیدرید یک مونومر واکنشی با 
فرمول شمیایی )C8H10O3( و وزن مولکولی 154/16 است که اساساً در 
تهیه مونومرهای جدید در شرایط واکنش خفیف استفاده می شود. همچنین 
می تواند با گروه های هیدروکسیل و آمین موجود در برخی از ترکیبات آلی 
واکنش داده و منجر به پیوند کووال䐧نسی جزئی  متاکریلوئیل شود. از این 
گروه های عملکردی می تواند با موفقیت در پلیمریزاسیون بعدی یا واکنش 
با تیول ها استفاده گردد. از سدیم هیدروکسید 1مول䐧ر برای خنثی کردن)7/4 
pH( و توقف واکنش استفاده شد. از واکنش مستقیم ژل䐧تین و متاکریلیک 

انیدرید پلیمر ژلما ساخته شد. ژلما با آب مقطر برای 4 روز در دمای37 
 درجه دیالیز)کاتاف12-9کیلودالتون( و سپس لیوفلیز گشت و در دمای 

C° 80- ذخیره شد19. 

اشعه  استفاده  با  ژلما  لیوفلیز  پودر  سلول䐧ر:  هیدروژل  تهیه 
پودر  این  سپس  گشت.  استریل  دقیقه   40 مدت  به   )UV( فرابنفش 
شامل   Dulbecco’s phosphate-buffered saline, )DPBS(  در 

 )w/v(0/5 % (2-hydroxy-1-4-(hydroxyethoxy)phenyl)-2-methyl-

propanone-1 به عنوان آغازگر نوری در C °60 حل کرده و به غلظت 10 

درصد رسید17. تعداد 106×1 سلول با محلول ژلما مخلوط شد. محلول 
همگن در پلیت 24-خانه با ضخامت 1میلیمتر و قطر 1 سانتی متر ریخته 
شد و تحت نور ماورای بنفش  )UV 360 نانومتر( برای 60 ثانیه ژل گشت. 
دیسک های هیدروژلی سلول䐧ر در پلیت های 6-خانه حاوی محلول پرده 
آمنیوتیک با غلظت های از پیش تعیین شده قرار داده شدند و هر 3 روز 
محلول قبلی برداشته و محلول جدید به آن اضافه شد. در روزهای 3،7 و14 

میزان فعالیت متابولیکی و تکثیر سلول ها ارزیابی شد19.
در  سلول ها  مانی  زنده  تحلیل  و  تجزیه  سلول:  زنده مانی  ارزیابی 
 Acridine orangeبا رنگ آمیزی Live&Dead هیدروژل به روش تست
)AO( and propidium iodide )PI( در روزهای 7 ،3 و 14 مورد ارزیابی 
 )AO: 660 μmol/L، PI: 760 μmol/L( قرار گرفت. ابتدا محلول های استوک
توسط PBS تهیه شد و در دمای C °4 در تاریکی نگهداری شد. درست 
 PI 0/01 میلی لیتر( و( AO قبل از استفاده، محلول کاری با مخلوط کردن
تهیه شد. هیدروژل های سلول䐧ر با محلول بافر فسفات سالین)PBS( شسته 
شدند و در محلول AO/PI به مدت 10 دقیقه انکوبه و زیر میکروسکوپ 
فلورسانس )Olympus، IX71( مشاهده شدند. سلول های زنده رنگ سبز 
 )PI( را حفظ کردند، در حالی که سلول های غیر زنده رنگ قرمز )AO(

داشتند20،21.
آزمونMTS:  فعالیت متابولیکی MSCs درون هیدروژل ها توسط 
روش MTS بر اساس پروتکل سازنده ارزیابی شد. ترکیب MTS توسط 
سلول ها به یک محصول رنگی فرمازان که در محیط کشت سلولی محلول 
است تبدیل می شود. این تبدیل احتمال䐧ً توسط NADPH یا NADH تولید 
شده توسط آنزیم های دهیدروژناز در سلول های فعال انجام می شود. مقدار 
محصول فورمازان با تعداد سلول های زنده در کشت نسبت مستقیم دارد. 
پس از دوره های انکوباسیون از پیش تعیین شده 7 ،3 و 14 روزه، سلول ها/

هیدروژل با PBS شسته و محیط با محلول MTS )رقت 1:5 در محیط 
 کشت( جایگزین شد و به مدت 3 ساعت در تاریکی در دمای C °37 و

)5%(CO2 انکوبه گشت. چگالی نوری )OD( در 490 نانومتر در صفحه 
خوان ELISA اندازه گیری شد21.

کمی سازی محتوای:DNA محتوای کل DNA برای ارزیابی تکثیر 
سلولی تعیین شد .هیدروژل های سلول䐧ر در روز 14 کشت به طور کامل 
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همگن و محلول شدند. نمونه ها 18 ساعت با بافر )50 میلی مول در لیتر 
tris-HCl، 50 میلی مول در لیتر EDTA، 1 درصد وزنی SDS، 10 میلی مول 
در لیتر NaCl،8 pH( در حضور پروتئیناز K )10 میلی گرم/ میلی لیتر( و 
در دمای C °65 تیمار شدند. پس از آن، DNA با فنل/کلروفرم استخراج 
اتانول رسوب داده شد. رسوب حاصل در آب خالص  با  و از فاز آبی 
با  نانومتر  نوکلئاز)RNase( حل شد و غلظت DNA را در 280  بدون 
استفاده از اسپکتروفتومتر تعیین گشت. مقدار DNA به صورت میکروگرم 

بر میلی گرم هیدروژل )وزن خشک( بیان شد21.

تحلیل آماری
مقادیر میانگین و SD آنها و همچنین محدوده و مقادیر میانه برای 
 11 SPSS )SPSS, Chicago, IL,(هر متغیر با استفاده از برنامه نرم افزار
USA( محاسبه شد. آزمون های تی تست برای مقایسه اثر زنده مانی و تکثیر 

انجام شد. آزمایش ناپارامتریک نیز برای سنجش MTT انجام شد. تعداد 
 p موارد برای هر آزمایش در شکل های مربوطه مشخص شده است. مقادیر

کمتر از 0/01 از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته شد.

یافته ها 
MTT ارزیابی سازگاری سلولی به روش

پس از 24 ساعت تمامی سلول ها در کف چاهک پلیت 96 خانه 
 ،MTT چسبیده بودند. سمیت سلول تیمار شده با محلول آمنیون با روش
به طور همزمان با تکثیر سلولی در 48 ،24 و 72 ساعت ارزیابی شد )شکل 

2(. نمونه های 1،2و3 سازگاری سلولی خوبی را در طی 72 ساعت نشان 
دادند و افزایش قابل توجهی در مقادیر OD با توجه به افزایش غلظت 
محلول آمنیون از 0/1 تا 1 میلی گرم/میلی لیتر داشتند)شکل2(، اما افزایش 
غلظت بیشتر از 1 میلی گرم/میلی لیتر موجب افزایش مرگ سلولی و درنتیجه 
میزان OD نمونه 4 )0/012±0/39( در مقایسه با گروه کنترل مثبت)محیط 

اختصاصی کشت سلول( )0/010±0/58(کاهش معنی داری یافت.

بررسی زنده مانی سلول
live/dead آزمون

این تست به صورت کیفی میزان و پراکندگی سلول های زنده)سبز( و 
مرده)قرمز( را نشان می دهد. در روزهای 3 و 14 نمونه هیدروژل حاوی 
سلول های  شد.  مشاهده  فلورسانس  میکروسکوپ  زیر  زیر  در  سلول 
بنیادی مزانشیمی زنده تعیین شده با رنگ آمیزی live/dead در هیدروژل ها 
نشان دهنده سازگاری سلولی مناسب همراه با اتصال سلولی کارآمد و در 
نتیجه تکثیر آن در طول 14 روز است که نتایج MTS را پشتیبانی می کند 

)شکل 3الف(.

MTS آزمون
ویژگی های سلول MSCs بارگذاری شده در این هیدروژل تحت تاثیر 
همزمان محلول آمنیون ارزیابی شد. سنجش MTS هیدروژل ها در روزهای 
7 ،3 و 14 به منظور ارزیابی فعالیت متابولیکی هیدروژل های سلول䐧ر انجام 
شد )شکل 3ج( همه نمونه ها در طول 14 روز سازگاری سلولی مناسبی را 

شکل 1. بررسی سمیت محلول آمنیون بر روی سلول بنیادی مزانشیمی در بازه زمانی 24،48 و72 ساعت. گروه1:محلول آمنیون )0/1 میلی گرم/میلی لیتر(، گروه 2: )0/5 
میلی گرم/میلی لیتر(،گروه3: )1 میلی گرم/میلی لیتر(،گروه4: )1/5 میلی گرم/میلی لیتر(، گروه کنترل مثبت)محیط کشت کامل( و گروه کنترل منفی)محیط کشت پایه بدون 

سرم(، تعداد نمونه ها برای هر تکرار 3 مرتبه بود.)0/01 *، 0/001 **،0/0001 ***(
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نشان دادند. همه گروه ها افزایش قابل توجهی در OD از روز 3 تا 7 و 14 
داشتند. میزان متابولیسم سلولی گروه )mg/ml 1( 3 در روز 14 افزایش 

قابل توجهی را در مقایسه با سایر گروه ها و گروه کنترل نشان داد. 
DNAآزمون محتوی

تکثیر سلولی در شرایط آزمایشگاهی سلول های کشت شده با کمی 
سازی محتوای DNA در 14 روز پس از انکوباسیون هیدروژل های حاوی 
سلول در محیط حاوی محلول آمنیون مورد بررسی قرار گرفت. میزان 
نانوگرم/ماتریس   19/6±0/9 آزمایش   3 گروه  در   DNA کل  محتوای 
بود)شکل 3ب( و به طور قابل توجهی نسبت به گروه کنترل )16/4±0/21 
نانوگرم/ماتریس( و گروه های تیمار با محلول آمنیون افزایش داشت که این 

اطل䐧عات تست l&d را پشتیبانی می کند.

بحث
فاکتورهای رشد با تنظیم عملکردهای مختلف سلولی مانند تکثیر، 
مهاجرت، تمایز و ایجاد ارتباط بین سلول ها نقش مهمی در ترمیم بافت 

آسیب دیده دارد 22،23. کاهش فاکتور رشد به دنبال آسیب سلولی و یا 
حذف آن توسط سیستم ایمنی یا محیط سلولی یکی از چالش های مهم در 
طب ترمیم است. فاکتورهای رشد برون زا در بحث ترمیم و بخصوص در 
بهبود زخم های پوستی مدت ها مورد توجه بوده است. پرده آمنیون دارای 
حجم زیادی از فاکتورهای رشد است و چندین کارآزمایی بالینی برای این 
منظور ثبت شده است. تأثیر فاکتورهای رشد بر تکثیر، تمایز و مهاجرت 
سلولی کامل䐧 به غلظت آن بستگی دارد25،24. ایجیمیا و همکاران، 2014، 
گزارش کردند که تکثیر فیبروبل䐧ست در یک فل䐧سک حاوی محیط کشت 
با bFGF بین 2 تا 10 میکروگرم در 15 میلی لیتر تسهیل شد، اما غلظت 50 
میکروگرم در 15 میلی لیتر نتوانست تکثیر فیبروبل䐧ست را تسهیل کند 26. در 
این مطالعه، غلظت های 0/1، 0/5، 1 و mg/ml 1/5 عصاره آمنیون به روش 
هضم بافتی تهیه شد و دوز موثر آن بر روی سلول های بنیادی مزانشیمی 
بررسی شد. ما مشاهده کردیم که در دوز بیشتر از 1 میلی گرم/میلی لیتر، 
میزان کاهش معنی داری در چگالی نوری نسبت به سایر گروه ها و کنترل 

شکل2. زیست سازگاری هیدروژل سلول䐧ر )الف( آنالیز زنده/مرده با استفاده از رنگ آمیزی آکریدین اورنج/ یدید پروپیدیوم )AO/PI( برای هیدروژل های سلول䐧ر در 
مقاطع زمانی مختلف )مقیاس: 200 میکرومتر(. ب( تعیین کمیت DNA سلول های محصور شده در هیدروژل ها در طی 14 روز کشت ج(سنجش MTS سلول های 
بنیادی مزانشیمی بارگذاری شده در هیدروژل ها در مقاطع زمانی مختلف. گروه1:محلول آمنیون )0/0 میلی گرم/میلی لیتر(، گروه 2: )0/5 میلی گرم/میلی لیتر(،گروه3: )1 
میلی گرم/میلی لیتر(،گروه4: )1/5 میلی گرم/میلی لیتر(، گروه کنترل مثبت)محیط کشت کامل( و گروه کنترل منفی)محیط کشت پایه بدون سرم(، تعداد نمونه ها برای هر 

تکرار 3 مرتبه بود.)0/01 *، 0/001 **،0/0001 ***(
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داشت )شکل 2( و این موضوع می تواند به دلیل تجمع سیتوکین ها باشد که 
اثرات سمیت بر سلول ها داشته است. در مطالعه ای توسط Iijima، Emi   و 
همکاران، سلول های فیبروبل䐧ست را در هیدروژل بارگذاری کردن و این 
سلولها در معرض فاکتور رشد EGF قرار گرفت. آنها گزارش کردند که 
فیبروبل䐧ست تحت تاثیر EGF دارای فعالیت متابولیکی بیشتر بوده و میزان 
فاکتور رشد بیشتری تولید کرده است.این اطل䐧عات با داده های ما مطابقت 
داشت. در مطالعه ما، سلول های بنیادی مزانشیمی تحت تاثیر محلول آمنیون 
فعالیت متابولیکی بیشتری از خود نشان دادند. ما مشاهده کردیم که دوز 
1 میلی گرم/میلی لیتر این فعالیت متابولیکی را افزایش داده است. اثرات 
پاراکرینی فاکتورهای رشد محلول آمنیون می تواند منجر به افزایش زنده 
مانی و تکثیر سلولهای بنیادی مزانشیمی شود. ارزیابی زنده مانی MSCs با 
رنگ آمیزی l&d و کمی سازی آن با بررسی میزان کل محتوی DNA در 
ماتریس طی 14 روز آن را تایید می کند. بر اساس نتایج ما، دوز 1 میلی گرم 
در میلی لیتر محلول آمنیون دوز بهینه جهت طب ترمیم و مطالعات مهندسی 

بافت می باشد.

تشکر و قدرداني
IR.IR.AJAUMS. ق䐧این مطالعه با کد رهگیری 97000577 و کد اخل

REC.1398.033  در گروه جراحی و تروما دانشگاه علوم پزشکی ارتش، 

دانشکده پزشکی به تصویب رسید. بدین وسیله از شرکت پیشتاز طب 
آبادیس  و آقای دکتر بهرام میرزا باباپور امیری جهت تامین محصول پرده 
آمنیوتیک و نهیه محلول آمنیوتیک تشکر می نمایم و همچنین از همه کسانی 
که ما را در انجام مطلوب این پژوهش یاري دادند، سپاسگزاري می نماییم.

تعارض منافع
تعارض  پژوهش هیچ گونه  این  در  کنند که  اعل䐧م می  نویسندگان 

منافعی وجود ندارد.
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Abstract

Introduction and objectives: Mesenchymal stem cells are a promising approach 

for the regeneration of damaged tissues. Engineered scaffolds loaded with cells is 
one of the methods of cell transplantation at the site of injury. However, viability 
of the cells loaded in the scaffold is still a challenge. Growth factors have a proven 
role in increasing the metabolic activity of cells. Amniotic membrane solution is 

a rich source of growth factor. The aim of this study was to determine the optimal 
concentration of amniotic membrane solution on the behavior of mesenchymal stem 

cells in in vitro.

Methods: Amniotic membrane solution was prepared by enzymatic method in 
predetermined concentrations. Mesenchymal stem cells loaded in hydrogel were 
treated with different concentrations. The viability, proliferation, and metabolic 
activity of the cells were evaluated.

Results: Cytotoxicity of amniotic membrane solution was measured by MTT 
method. Increasing the concentration from 0.1 to 1 mg/ml did not show any toxicity, 
and at the concentration of 1.5 mg/ml, a decrease in optical density (OD=0.58±0.012) 
was observed compared to the control (OD=0.39±0.014). The metabolic activity 
of the cell loaded in the hydrogel at a concentration of 1 mg/ml had a significant 
increase compared to the control group (p 0.012) and the amount of DNA content in 
this group (19.6 ± 0.9 ng/matrix) confirmed it.

Conclusion: It is suggested that amniotic membrane solution as a rich source of 
growth factor with an optimal dose of 1mg/ml increases the viability and metabolic 
activity of the MSCs-loaded scaffold for cell therapy.

Keywords: amniotic membrane, mesenchymal stem cell, cell migration, cell 

proliferation
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