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Abstract 

Background: Wharton's Jelly Mesenchymal Stem Cells (WJMSc) are potential renewable 
source of cells in replacement therapies of many diseases. Different biomaterials have been used as a 
scaffold to mimic the stem cell niche, which is important for promoting cellular interactions, cell 
proliferation and differentiation. Encapsulation involves entrapment of living cells within the semi-
permeable membrane for the exchange of nutrients, oxygen and stimuli, whereas antibodies and host 
immune cells are kept out. In this study, a new approach for culturing and differentiating Wharton's 
Jelly Mesenchymal Stem Cells to definitive endoderm in a three dimensional environment using 
alginate capsules is presented. 

Materials and Methods: In this experimental study, Wharton's Jelly Mesenchymal Stem Cells 
were capsulated and Trypan blue exclusion method was applied to determine cells viability. Then, 
encapsulated cells have been cultured in medium contain differentiating factors and to investigate the 
expression of definitive endoderm related genes, Real- time PCR was performed. 

Results: The encapsulation procedure did not alter the morphology and viability of the 
encapsulated cells. Post-differentiation analysis confirmed the expression of FOXa2 and SOX17 as 
definitive endoderm specific markers. 

Conclusion: Alginate has potential to be used as a three dimensional scaffold for culturing and 
differentiation of  WJMSCs to definitive endoderm. 
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کاربرد کپسول هاي آلژینات به عنوان داربست سه بعدي جهت تمایز سلول هاي 
   قطعیبنیادي مزانشیمی ژل وارتون به اندودرم

  
  *3، محمود هاشمی تبار2خدیجه سنامیري، 1محسنی کوچصفهانی هما

  
   زیست شناسی تکوینی جانوري، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران   گروهدانشیار، -1
  زیست شناسی سلولی تکوینی جانوري، دانشگاه خوارزمی، تهران، ایران گروه کارشناس ارشد،  -2
  انشگاه علوم پزشکی جندي شاپور، اهواز، ایران دانشیار، گروه علوم تشریحی، د-3
  

 17/2/93: تاریخ پذیرش 15/11/92: تاریخ دریافت

 
  چکیده

ها  هاي تجدید شدنی در درمان بسیاري از بیماري هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون، منبعی از سلول  سلول:زمینه و هدف
هاي بنیادي استفاده شده است که در  یه سازي کنام سلولاز مواد زیستی مختلفی به عنوان داربست جهت شب. باشند می

هاي زنده در یک غشا  کپسوله کردن شامل احاطه سلول. باشد هاي سلولی، تکثیر سلولی و تمایز مهم می بهبود برهم کنش
نی میزبان هاي ایم ها و سلول ها است، در حالی که آنتی بادي نیمه تراوا با قابلیت مبادله موادغذایی، اکسیژن و محرك

هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون به اندودرم  در این مطالعه، روشی جهت کشت و تمایز سلول. شوند بیرون نگه داشته می
  .شود هاي آلژینات ارائه می قطعی در یک محیط سه بعدي با استفاده از کپسول

پذیري  وش تریپان بلو براي بررسی زیستهاي بنیادي کپسوله شده و از ر سلول در این مطالعه تجربی،: ها مواد و روش
هاي کپسوله شده در محیط محتوي فاکتورهاي تمایزي کشت داده شدند و جهت بررسی بیان  سپس سلول. استفاده شد

  . انجام شد Real- time PCRهاي اندودرم قطعی ژن
هاي پس از تمایز،  بررسی. دهاي کپسوله شده نش کپسوله کردن سبب تغییر مورفولوژي و زیست پذیري سلول: ها یافته

  . را اثبات کردSOX17 و FOXa2بیان مارکرهاي اختصاصی اندودرم قطعی شامل 
هاي بنیادي مزانشیمی  آلژینات قابلیت کاربرد به عنوان یک داربست سه بعدي جهت کشت و تمایز سلول: گیري نتیجه

  .مشتق از ژل وارتون به اندودرم قطعی را دارد
  هاي ژل وارتون ینات، کنام سلول بنیادي، سلولآلژ:  کلیديواژگان

  
  
  
  
  
  
  
   اهواز، دانشگاه علوم پزشکی جندي شاپور، دانشکده پزشکی، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی : نویسنده مسئول*
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  مقدمه
هایی با پتانسیل تمایزي در  هاي بنیادي سلول سلول

توانند در ترمیم و   که میمراحل مختلف تکوینی هستند
در شرایط . بازسازي یک بافت آسیب دیده عمل کنند

ها را  ها و بافت ها توان تمایز به سایر سلول مناسب این سلول
باشند چون داراي ویژگی خود نوزایی بوده و براي  دارا می

. هاي شبیه خود را تولید کنند توانند سلول مدت طولانی می
ه فرد، آنها را کاندید مناسب جهت  منحصر بهاي ویژگیاین 

هاي مزمن  هایی مثل بیماري استفاده درمانی در بیماري
کبدي، صدمات نخاعی، پارکینسون، آلزایمر و حتی دیابت 

  .)1(نموده است
هایی  هاي مختلف طناب بند ناف سلول در قسمت
شود که در  هاي مزانشیمی یافت می با مشخصات سلول

ندان را به خود جلب نموده است هاي اخیر توجه دانشم سال
هاي بنیادي  تا از آن به عنوان یک منبع مناسب براي سلول

بند ناف متشکل از نوعی بافت . )2(مزانشیمی استفاده کنند
 Wharton)همبند موکوسی اختصاصی به نام ژل وارتون

Jelly) باشد که  می) دو شریان و یک ورید( و عروق خونی
ژل . کند ین مادر و جنین عمل میبه عنوان یک پل ارتباطی ب

وارتون بند ناف از به هم پیچیدن و تحت فشار قرار گرفتن 
عروق خونی جلوگیري نموده و یک محیط مناسب را براي 

  . )4، 3(سازد جریان دو طرفه خون بین جنین و جفت فراهم می
مطالعات متعددي نشان دهنده توانایی تمایز 

هاي مختلف  رتون به بافتهاي بنیادي مزانشیمی ژل وا سلول
هاي عصبی، قلبی،  مثل استخوان، غضروف، چربی، سلول

علاوه بر این . )5-14(باشد اي، کبدي و پانکراسی می ماهیچه
هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون با توجه به مزایایی از  سلول

خطر براي دهنده،  قبیل در دسترس بودن، امکان برداشت بی
ر بالاتر، امکان تهیه تعداد قابل توجه تعداد بیشتر، قدرت تکثی

در زمان کم جهت پیوندهاي کلینیکی، کاندیداي مناسبی 
  . )15(براي سلول درمانی و پزشکی ترمیمی هستند

 در زمینه ترمیم بافتی توجهات اخیرهاي  در سال
ها به منظور شبیه سازي  ها و سلول زیادي به ترکیب داربست

هاي طبیعی بدن شده  خصوصیات زیستی و فیزیکی بافت

هاي بنیادي عمدتاً  هاي رشد و تمایز سلول پروتوکل. است
در محیط . اند ي کشت دوبعدي بودهها سیستمبراساس 

دوبعدي علاوه بر محدود بودن سطوح در دسترس جهت 
رشد، مواد زیستی توانایی انتشار سریع از محیط کشت را 

. )16(اردط درون تنی وجود نددارند که این امکان در شرای
 (niche) به منظور تامین یک ریز محیط مقلد کنام اًاخیر

هاي بنیادي انواع مختلفی از مواد زیستی مورد استفاده  سلول
هاي  کنام نقشی مهم در بهبود برهم کنش. اند قرار گرفته

هاي مختلف ایفا  سلولی، تکثیر سلولی و تمایز به دودمان
ها در   سلول(encapsulation)کپسوله کردن . )17(کند می

ها در ماتریکس  ها باعث توزیع یکنواخت سلول هیدروژل
نفوذپذیري هیدروژل باعث انتشار مناسب . شود ژلی می

هاي بیوشیمیایی محیط  اکسیژن، مواد غذایی و محرك
چنین سختی قابل کنترل خود هیدروژل  هم. شود اطراف می

فرآیندهاي سلولی . )19، 18(نوعی محرك فیزیکی است
ختلف مثل تکثیر، تمایز و مهاجرت تحت تاثیر هر دو نوع م

ها نه تنها با  هیدروژل. )20(محرك شیمیایی و فیزیکی هستند
دارا بودن یک شبکه کاملاً هیدروژنه باعث پیشبرد زیست 

دوستی زیاد آنها باعث  شوند بلکه آب پذیري سلولی می
شود که در زمان کاشت کپسول، کشش سطحی بین  می

ها و مایعات اطراف بسیار کم باشد و در   و بافتهیدروژل
واقع با کاهش چسبندگی بین بافت میزبان و سلول، زیست 

. شود  بالایی را سبب می(biocompatibility)سازگاري 
به علاوه ماتریکس هیدروژلی از لحاظ ساختاري و مکانیکی 

 (extracellular matrix)به ماتریکس خارج سلولی
هاي  یکی از داربست. اي بدن شباهت دارده بسیاري از بافت

شود، هیدروژل  زیستی که در زمینه مهندسی بافت استفاده می
آلژینات پلی ساکاریدي .  است(Alginate)آلژینات 

متشکل از واحدهاي مانورونیک اسید و گلوکورونیک اسید 
. )19، 18(آید اي به دست می هاي قهوه باشد که از جلبک می

ها اجازه چسبیدن،  راته آن به سلولشبکه سه بعدي هید
. دهد ها را می پراکنش، مهاجرت و برهم کنش با سایر سلول

ها باعث شده است که این هیدروژل گزینه بسیار  این مزیت
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ها در محیط سه بعدي  مناسبی جهت کشت و تمایز سلول
  . )21، 16(باشد

هاي انسولین ساز از  مطالعات متعددي تولید سلول
یادي را به عنوان یک روش جایگزین در درمان هاي بن سلول

اند در حالی که تعداد   مورد بررسی قرار داده1دیابت نوع 
هاي کشت دوبعدي استفاده  زیادي از این مطالعات از محیط

نکته قابل توجه دیگر این است که تولید . )17، 16(اند کرده
هاي انسولین ساز بدون الگوبرداري  درون آزمایشگاهی سلول

افتد، ناممکن و  ز طبیعت و آنچه که در طی تکوین اتفاق میا
 Definitive) اندودرم قطعی. ناکارآمد خواهد بود

Endoderm)گیرد، یکی از   که پانکراس از آن شکل می
است ) اکتودرم، مزودرم و اندودرم قطعی(سه لا یه جنینی 

مطالعات انجام گرفته . شوند که طی گاسترولاسیون ایجاد می
دهد که اندودرم قطعی و  هاي موش نشان می وي جنینبر ر

مزودرم داراي داراي یک پیش ساز دو توانه مشترك هستند 
مزواندودرم از ناحیه قدامی . شود که مزواندودرم نامیده می

گیرد که پس از مهاجرت و برهم کنش  شیار اولیه منشا می
 هاي پیرامونی، اندودرم قطعی و مزودرم را با محیط و سلول

  . )23، 22(آورد به وجود می
اند که مسیرهاي پیام  مطالعات ژنتیکی نشان داده

 Transforming) بتا شونده تبدیل رشد رسانی فاکتور

Growth Factor Beta-TGFβ) و Wnt/β-catenin 
گیري مزودرم و اندودرم در مهره داران  نقشی مهم طی شکل

 یک عضو از ،(Nodal)مقادیر زیاد نودال . )24(کنند ایفا می
هاي اندودرم قطعی  ، منجر به بیان ژنTGFβفوق خانواده 

شود در حالی که مقادیر کم   میFOXa2 و SOX17مثل 
 Brachyuryهاي مزودرمی مثل ژن  آن منجر به بیان ژن

، عضو دیگر فوق (activin)اکتیوین . )26، 25(شود می
به، مشاهاي  گیرنده همانند نودال با اتصال به TGFβخانواده 

تیمار با . کند آبشارهاي پیام رسانی مشابهی را راه اندازي می
activin aشود   باعث انتقال سلول از مسیر مزواندودرمی می

و  Wnt3a ،N-Cadherin ،Brachyuryکه با بیان موقتی 
FGF427( همراه است .(Wnt3a به طور مستقیم و با القاي 

 از شیار اولیه ها  باعث انتقال کارآمد سلولBrachyuryبیان 
  .)28(شود به اندودرم قطعی می

هاي بنیادي  مطالعات کمی با هدف تمایز سلول
، 14(مزانشیمی ژل وارتون به اندودرم قطعی انجام شده است

بنابراین در این پژوهش براساس مراحل تکوینی . )15
پانکراس و با استفاده از یک محیط سه بعدي جهت نزدیک 

به شرایط درون تنی، تمایز کردن شرایط آزمایشگاهی 
به (هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون به اندودرم قطعی  سلول

هاي انسولین  عنوان یک مرحله کلیدي در تمایز به سلول
  . مورد بررسی قرار گرفت) ساز

  
  مواد و روش ها

مشتق از ژل هاي بنیادي مزانشیمی  کشت سلول
  وارتون بند ناف انسانی 

که تصویر شماتیکی از در این مطالعه تجربی 
هاي   ارائه شده است از سلول1مراحل انجام آن در شکل 

بنیادي مزانشیمی ژل وارتون بند ناف انسانی که از قبل 
جداسازي شده و ماهیت بنیادي آنها تایید شده بود، استفاده 

به طور خلاصه بند ناف نوزاد تازه متولد . )15()1شکل (شد
 Dulbecco’s Modified Eagle’s)شده در محیط

Medium) DMEM )حاوي آنتی )  انگلستان-گیبکو
 به گراد از بیمارستان  درجه سانتی4بیوتیک و در دماي 

آزمایشگاه منتقل شد و از روش قطعه بافتی جهت استخراج 
. هاي بنیادي مزانشیمی از بند ناف استفاده شد سلول
 15 حاوي  DMEMهاي استخراج شده در محیط سلول

 (Fetal bovine serum-FBS)نین گاوي درصد سرم ج
/  درصد آنتی بیوتیک پنی سیلین1و ) انگلستان–گیبکو(

استرپتومایسین کشت داده شدند و در یک اتمسفر مرطوب 
 درصد دي اکسید کربن، رطوبت 5 درصد هوا، 95محتوي 

گراد   درجه سانتی37 درصد و درجه حرارت 100نسبی 
 ساعت یک بار 48هر ها،  محیط کشت سلول. انکوبه شدند

 80وقتی پرشدگی فلاسک به . مورد تعویض قرار گرفت
  Trypsin-EDTAها به کمک درصد رسید، نمونه

  . پاساژ داده شدند) انگلستان-گیبکو(
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مرحله اول شامل .  تصویر شماتیکی از مراحل انجام کار.1شکل 

هاي بنیادي مزانشیمی در داربست سه بعدي  کشت سلول
هاي بنیادي مزانشیمی  مرحله دوم تمایز سلولدر . باشد می

  . شود کپسوله شده به اندودرم قطعی انجام می
  

   بنیادي کپسوله کردن سلول هاي
 گرم از پودر 1/1محلول آلژیناتی با حل کردن 

لیتر از محلول   میلی100 در )آمریکا-سیگما (سدیم آلژینات
هاي بنیادي  سلول.  درصد تولید شد9/0سدیم کلرید 

زانشیمی که در پاساژ چهارم بودند، جهت تهیه مخلوط م
به این ترتیب که .  آلژینات مورد استفاده قرار گرفتند-سلول

 2× 106ت سلولی محتوي یلیتر از محلول آلژینات به پل  میلی1
. ها انجام شد سلول اضافه گردید و دوباره معلق سازي سلول

 آلژینات -هاي آلژینات از طریق تزریق مخلوط سلول کپسول
توسط یک سرنگ پلاستیکی در یک حمام از کلسیم کلرید 

 دقیقه 10مدت .  تولید شدند) آلمان-مرك(مولار   میلی100
در مرحله بعد، . ها پلیمریزه شوند اجازه داده شد تا کپسول

پس از خروج کلسیم کلرید، چند مرتبه با سرم فیزیولوژیک 
 شست و شو داده شدند و محلول شست و شو با

 درصد آنتی 1 و  FBS درصد از15 حاوي  DMEMمحیط
محیط کشت هر دو روز یک بار . بیوتیک جایگزین شد

  . مورد تعویض قرار گرفت
  انحلال کپسول هاي آلژیناتی 

ها، محلول سدیم  جهت دکپسوله کردن سلول
 به عنوان محلول )آلمان-مرك (مولار  میلی50سیترات 

به این صورت که . ار گرفتدپلیمریزه کننده مورد استفاده قر
بعد از خالی نمودن محیط کشت فلاسک و چند بار شست و 

 ;Phosphate buffer saline)شو با محلول فسفات سالین 

PBS)ها محلول دپلیمریزه  ، به فلاسک محتوي کپسول
 دقیقه به منظور انحلال 10پس از گذشت . کننده اضافه شد

طور کامل، محلول ها به  ها و رهاسازي سلول کامل کپسول
 دقیقه سانتریفیوژ شده 5 به مدت 1500محتوي سلول با دور 

، PBSو بعد از دوباره معلق سازي پلت سلولی در 
  . دقیقه انجام شد3 به مدت 1200سانتریفیوژ مجدد با دور 

   بررسی بقاي سلول هاي بنیادي کپسوله شده 
 به منظور بررسی میزان بقاي سلولی، از تریپان بلو

به این صورت که در روزهاي .  استفاده شد)آمریکا-گماسی(
ها دپلیمریزه شدند و  مختلف از کشت سه بعدي، کپسول

درصد بقاي سلولی توسط رنگ آمیزي تریپان بلو مشخص 
هاي زنده به دلیل حفظ تمامیت  در این روش سلول. شد

کنند،  غشایی از ورود رنگ به داخل سیتوپلاسم ممانعت می
هاي مرده به رنگ آبی و اندازه  سلولدر صورتی که 

ها از طریق  درصد بقاي سلول. شوند تر مشاهده می درشت
  :فرمول زیر محاسبه گردید

 = زنده سلول هاي تعداد / ها سلول کل تعداد ×  100

  درصد بقاي سلولی
هاي اندودرم  هاي بنیادي به سلول تمایز سلول

  قطعی 
 مزانشیمی هاي بنیادي به منظور القاي تمایز سلول

ژل وارتون به اندودرم قطعی، یک هفته بعد از کپسوله کردن 
 DMEMها که شامل محیط  ها محیط کشت کپسول سلول

بیوتیک بود به طور   درصد آنتی1 و FBS درصد 15محتوي 
ها  بار شست و شوي کپسول کامل خالی شده و بعد از یک
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 به 1هاي تمایزي براساس جدول  ، محیطRPMIبا 
به این صورت که در گروه . اي مختلف افزوده شده فلاسک

اول به عنوان گروه کنترل هیچ نوع فاکتور رشدي به محیط 
گروه دوم و سوم به مدت دو روز در محیط . افزوده نشد

RPMIغنی شده با فاکتورهاي رشد Wnt3a(R&D 

system; USA) و activin A(R&D system; USA) 
 گروه تحت تیمار با در حالی که هر دو. کشت داده شدند

هاي متفاوتی   قرار گرفتند، غلظتWnt3aغلظت مشابهی از 
به محیط ) لیتر  نانو گرم در میلی100و activin A) 20از 

ها در محیط  در روز سوم، سلول. کشت آنها اضافه شد
RPMI محتوي activin A درصد از 2/0 و FBS و به 
شروع روز پس از 4). 1جدول ( روز انکوبه شدند2مدت 

هاي اندودرم قطعی  ها جهت بررسی بیان ژن تمایز، سلول
  .دکپسوله شدند

  
  ها و مراحل مختلف تمایزي هاي مزانشیمی ژل وارتون کپسوله شده به اندودرم قطعی به تفکیک گروه هاي تمایز سلول  روش.1جدول

  ) روز2(تیمار مرحله دوم   ) روز2(تیمار مرحله اول  
   درصد از سرم جنین گاوي5محیط کشت و    درصد از سرم جنین گاوي5 و محیط کشت  )کنترل(1گروه 
  ) نانوگرم در میلی لیترactivin A) 100محیط کشت،   2گروه 

  ) نانوگرم در میلی لیترWnt3a)25  و 
و                               )  نانوگرم در میلی لیترactivin A) 100محیط کشت، 

   درصد از سرم جنین گاوي2/0
  )  نانوگرم در میلی لیترactivin A )20 محیط کشت،  3گروه 

  ) نانوگرم در میلی لیترWnt3a)25و 
 درصد از سرم 2/0و )  نانوگرم در میلی لیترactivin A )20 محیط کشت،

  جنین گاوي
  

Real- Time PCR   
  Rneasy Mini kitدر ابتدا با استفاده از کیت 

هاي  لولی از سلول سRNAکل موجودي ) آمریکا-کیاژن(
. مزانشیمی تمایز یافته به اندودرم قطعی، استخراج گردید

 استخراج شده با استفاده از دستگاه نانودراپ RNAغلظت 
(Thermo Scientific; Wilmington)تعیین گردید  .

 استخراج شده با استفاده از RNA نانوگرم از 200پس از آن 
 cDNA synthesisپرایمرهاي الیگونوکلئوتیدي و کیت 

kit  )برداري معکوس گردید نسخه) فرمنتاز .Real- Time 

PCR روي cDNA تولید شده و به منظور بررسی کمی 
. هاي ژن موردنظر به صورت زیر انجام گرفت افزایش نسخه

  میکرولیتر از5/7، 2 میکرولیتر از هر پرایمر جدول 4/0

SYBR Green Master Mix ( Applied 
Biosystem;USA)  میکرولیتر از 3 میکرولیتر آب و 7/3و 

 Real- Timeواکنش . نمونه الگو با هم ترکیب شدند

PCR با استفاده از دستگاه Applied Biosystem Step 

One PlusTM(USA)در نهایت بیان نسبی .   انجام شد
از .  به دست آمدΔΔCTها با استفاده از روش  ژن

GAPDHده گردید نیز به عنوان کنترل داخلی استفا .  
 SPSSهاي به دست آمده با نرم افزار آماري  یافته

 و با استفاده از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه، 16نسخه 

مورد تجزیه و تحلیل قرار >p 05/0 داري در سطح معنی
انحراف معیار ارائه ±ها براساس میانگین تمام داده. گرفت

 .اند شده
 

اده براي واکنش مشخصات پرایمرهاي مورد استف. 2جدول 
Real- Time PCR   

 (′3-′5)توالی پرایمر  نام پرایمر
GAPDH Forward TGGTATCGTGGAAGGACTCA 

Reverse CCTGCTTCACCACCTTCTTG 
FOXa2  ForwardAATGGACCTCAAGGCCTACGAAC

A 
ReverseAGTTCATAATGGGCCGGGAGTACA 

SOX17 Forward TGGACCGCACGGAATTTGAACA 
Reverse TTGCAGTAATATACCGCGGAGCTG 

 
  یافته ها

  کشت سلول
 24ها طی  بسیاري از سلول در کشت اولیه، تعداد

با انجام ). A:2شکل (ساعت اولیه به کف ظرف چسبیدند 
هاي دوکی تحریک شد به طوري  اولین پاساژ تکثیر سلول

هاي مواج و شبیه اثر انگشت از  که پس از پاساژ چهارم کلنی
  ).B-D: 2شکل (مشاهده شد هاي بنیادي مزانشیمی  سلول
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: A: هاي مزانشیمی ژل وارتون بند ناف انسانی بعد از پاساژهاي مختلف  تصاویر تهیه شده با میکروسکوپ معکوس از سلول.2شکل
کم بعد از پاساژ چهارم زمانی که ترا: Dبعد از پاساژ سوم : Cبعد از پاساژ دوم، : B ساعت پس از کشت اولیه، 24هاي چسبیده  سلول

  .به حداکثر ممکن رسیده است ) confluence(سلولی 
  

هاي آلژیناتی و  هاي مورفولوژیک کپسول بررسی
  هاي بنیادي محصور در آنها سلول

مشاهدات انجام گرفته در این مطالعه نشان داد که 
هاي بنیادي  سلولهاي آلژیناتی محتوي  میانگین قطر کپسول

به شکل کروي و ها  کپسول. باشد  می میکرومتر)4(650
ها به صورت  هاي یکنواخت بودند و سلول داراي حاشیه

). 3شکل (هموژن در سرتاسر کپسول پراکنده شده بودند
ها حتی پس از  تصاویر نشان دهنده این بود که کپسول

 روز تمامیت ساختاري و شکل کروي خود را 10گذشت 
هاي کپسوله شده تا روز دهم  چنین سلول هم. اند حفظ کرده

هاي بنیادي  سلول. اند در ماتریکس آلژیناتی محصور مانده
هاي آلژیناتی و در حالی  مزانشیمی ژل وارتون درون کپسول

که به سطحی اتصال ندارند دایره مانند هستند که شبیه شکل 
بنابراین در . هاي بنیادي در طناب بند ناف است مدور سلول

غییر در این مطالعه فرآیند کپسوله کردن سلولی باعث ت
هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون  مورفولوژي سلول

  ).4شکل (شود نمی

  

  
هاي بنیادي مزانشیمی  هاي محتوي سلول  ایجاد کپسول.3شکل

هاي آلژیناتی محتوي   کپسول-A. ژل وارتون بند ناف انسانی 
هاي بنیادي شکل کروي به خود گرفته و آن را حفظ  سلول
هاي  هاي محتوي سلول  کپسولتصویر میکروسکوپی. اند کرده

در ) نقاط تیره(ها  بنیادي نشان دهنده توزیع یکنواخت سلول
) 4(650ها  قطر میانگین کپسول. باشد بستر آلژیناتی می

  . باشد میکرومتر می
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هاي آلژیناتی و  ولهاي بنیادي درون کپس سلول. هاي آلژیناتی هاي بنیادي مزانشیمی در محیط سه بعدي کپسول  مورفولوژي سلول.4 شکل

هاي   سلول- C,Dها در مقایسه با  هاي موجود در مرکز کپسول  سلول- A,B. در حالی که به سطحی اتصال ندارند دایره مانند هستند
  . ها داراي مورفولوژي یکسانی هستند موجود در حاشیه کپسول

  
  هاي بنیادي کپسوله شده  بررسی بقاي سلول

ند کپسوله کردن به منظور بررسی تاثیر فرآی
ها در هیدروژل آلژینات، میزان بقا و زیست پذیري  سلول

نتیجه . سلولی از روش رنگ آمیزي تریپان بلو استفاده شد
ها بلافاصله  حاصل از این بررسی در مورد گروهی که سلول

 98بعد از کپسوله شدن، دکپسوله شده بودند، نشان دهنده 
 روز از کپسوله 10بعد از گذشت . درصد بقاي سلولی بود

چنان در سطح بالایی باقی  ها، بقاي سلولی هم شدن سلول
  .درصد بود) 2(72حدود مانده و به طور میانگین 

هاي  هاي اندودرم قطعی در سلول ژنبررسی بیان 
دکپسوله شده پس از القاي تمایز به سمت اندودرم 

  قطعی

هاي بنیادي مزانشیمی ژل  براي تعیین تمایز سلول
هاي اندودرم قطعی، بیان دو مارکر  به سلولوارتون 

 مورد SOX17 و FOXa2اختصاصی اندودرم قطعی شامل 
در این بررسی سه گروه مورد مطالعه . بررسی قرار گرفت

براساس نتایج حاصل از این مطالعه، ). 1جدول (قرار گرفتند
افزایش ( در گروه دوم  FOXa2بیشترین میزان بیان ژن

داري در مقایسه   شد، که اختلاف معنیمشاهده)  برابري82/1
گروه دوم . )>05/0p(با گروه کنترل و گروه سوم داشت

 نانو گرم activin A) 100تحت تیمار با غلظت بالاتري از 
میزان بیان این ژن در گروه سوم  . قرار گرفته بود) لیتر در میلی

 برابري در مقایسه با گروه کنترل 49/1افزایش 
بیشترین میزان بیان ژن ). الف: 1ودار نم( )>05/0p(داشت
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SOX17 مشاهده شد )  برابري32/3افزایش ( در گروه دوم
داري در مقایسه با گروه کنترل و گروه  که اختلاف معنی

میزان بیان این ژن در گروه سوم  . )>01/0p(سوم داشت
 برابري در مقایسه با گروه کنترل 41/2افزایش 

  ). ب: 1نمودار  ()>01/0p(داشت
  

  

  
 و FOXa2 نتایج حاصل از بررسی بیان نسبی دو ژن .1نمودار 

SOX17 بعد از تیمار به منظور القاي تمایز به اندودرم قطعی 
در گروه . FOXa2 بیان نسبی . الف. هاي مزانشیمی در سلول

تیماري دوم بیان این ژن در مقایسه با گروه کنترل قابل توجه 
بیان این ژن در هر دو . SOX17بیان نسبی . ب. بوده است

. گروه تیماري در مقایسه با گروه کنترل قابل توجه بوده است
(p<0.01 *** , p<0.05 *)  

  
  بحث

در این پژوهش از پلی ساکارید طبیعی به نام 
آلژینات براي طراحی یک داربست سه بعدي جهت کشت 

هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون و نیز بررسی تمایز  سلول
هاي بنیادي به اندودرم قطعی به عنوان یک  سلولاین نوع از 

. هاي پانکراسی پرداخته شد مرحله کلیدي در تمایز به سلول

تحقیقات ما نشان داد که که آلژینات ترکیبی مناسب و 
هاي بنیادي مزانشیمی  غیرکشنده جهت کپسوله کردن سلول

این ترکیب زیست پذیري و مورفولوژي . ژل وارتون است
). 4  و3شکل (دهد یادي را تحت تاثیر قرار نمیهاي بن سلول

هاي کپسوله شده  هاي مولکولی نیز نشان داد که سلول بررسی
در این محیط سه بعدي در حضور فاکتورهاي تمایزي 

  ).1نمودار (توانایی تشکیل اندودرم قطعی را دارند
هاي گروه اول   درصد زیست پذیري در سلول98

دن، دکپسوله شده بودند نشان که بلافاصله بعد از کپسوله ش
 کردن دهنده این است که فرآیند کپسوله کردن و دکپسوله

مورد استفاده در این پژوهش باعث کاهش سلولی 
مشابه این مطالعه در سال . شود پذیري سلولی نمی زیست
هاي بنیادي   توسط وانگ و همکاران بر روي سلول2009

یند کپسوله کردن جنینی انجام شد، آنها نشان دادند که فرآ
. )16(ها ندارد ها در آلژینات تاثیري بر بقاي این سلول سلول

پذیري در روزهاي بعد نشان داد که آلژینات،  بررسی زیست
هاي  تامین کننده یک محیط زیست سازگار براي سلول

 روز از 10باشد؛ بعد از گذشت  بنیادي ژل وارتون می
ن در سطح پذیري هم چنا ها، زیست کپسوله شدن سلول

هر چند در مطالعه .  درصد بود72بالایی باقی مانده و حدود 
مشاوري نیا و همکاران که از سدیم آلژینات براي کپسوله 

هاي بنیادي دندان استفاده کرده بودند، سطح  کردن سلول
 28پس از گذشت ) درصد90حدود (بالاي زیست پذیري 

لژیناتی رسد کپسول آ به نظر می. )29(روز گزارش شده است
غذایی  با فراهم سازي جریان رو به داخل مقادیر کافی مواد

هاي سلولی در  و اکسیژن و جریان روبه خارج متابولیت
که این امر در . کند سلولی اختلال ایجاد نمی زیست پذیري

به . کند ها صدق می هاي مرکز و حاشیه کپسول مورد سلول
 در انتقال ها توان گفت که اندازه کوچک کپسول علاوه می

هاي  در پژوهش حاضر، کپسول. باشد دوطرفه مواد موثر می
 میکرومتر بودند که )4(650تولید شده کوچک و داراي قطر 

این قطر زمینه ساز ورود مقادیر کافی اکسیژن و دفع مواد 
هاي بنیادي کپسوله شده در هیدروژل آلژینات  زائد از سلول

  .)18، 16(باشد می
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هاي چند توانه به  یز سلولاولین مرحله در تما
گیري  هاي پانکراسی، مشابه شرایط درون تنی، شکل سلول
هاي  پیام رسان. )23، 22(باشد هاي اندودرم قطعی می سلول

Nodal و Wntهاي   فاکتورهاي القاکننده اصلی در سلول
. کنند انسانی و موشی هستند که این روند تمایزي را القا می

 جهت شبیه سازي نقش activin Aمطالعات متعددي از 
Nodalبه علاوه، تیمار ابتدایی با . اند  استفاده کردهWnt3a 

گیري اندودرم قطعی از جمعیت پیش ساز  باعث پیشبرد شکل
  .)15(شود مزواندودرمی می

هاي  در این مطالعه، جهت بررسی تمایز سلول
بنیادي مزانشیمی ژل وارتون به اندودرم قطعی، بیان 

، به عنوان دو مارکر SOX17 و  FOXa2هاي ژن
نتایج . اختصاصی اندودرم قطعی مورد بررسی قرار گرفت

 Real- time حاصل از بررسی بیان ژن به وسیله تکنیک

PCR  هاي  نشان دهنده افزایش بیان این دو ژن در سلول
بنیادي دکپسوله شده تحت تیمار تمایزي در مقایسه با 

ل بود، که تایید کننده هاي دکپسوله شده در گروه کنتر سلول
این است که کپسول آلژیناتی به عنوان یک داربست سه 

هاي بنیادي  بعدي محیطی مناسب جهت القاي تمایز سلول
. باشد مزانشیمی مشتق از ژل وارتون به اندودرم قطعی می

چنین افزایش بیان این دو ژن در گروه دوم در مقایسه با  هم
هاي بنیادي  د سلولدهد که در مور گروه سوم نشان می

  activin A نانوگرم از100کپسوله شده در آلژینات غلظت 
 نانوگرم از این فاکتور تمایزي باعث 20در مقایسه با غلظت 

علاوه بر این، نتایج حاصل از . شود تمایز کارآمدتري می
بررسی بیان ژن نشان دهنده تاثیر مثبت کپسوله کردن 

  FOXa2هاي ایش بیان ژنهاي بنیادي بر افز آلژیناتی سلول
 در  activin A نانوگرم از100 در غلظت SOX17 و

نتایجی مشابه . )15(باشد ها می مقایسه با کشت دوبعدي سلول
 2010با این موارد توسط چیوسمریت و همکاران در سال 

هاي  آنها در این مطالعه موفق به تمایز سلول. ارائه شده است
دودرم قطعی با استفاده از بنیادي جنینی کپسوله شده به ان

activin Aو  Wnt3a17( شدند(.  

 اي دیگر، اله بخشی و همکاران تمایز در مطالعه
هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون بند ناف انسانی به  سلول

سمت اندودرم قطعی را در محیط دوبعدي مورد مطالعه قرار 
وش آنها در این مطالعه و براساس پروتوکلی مشابه با ر. دادند

هاي مختلف  تمایزي به کار رفته در این مطالعه از غلظت
activin A و Wnt3a جهت القاي تمایز به اندودرم قطعی 

هاي اندودرم  نتایج حاصل از بررسی بیان ژن. استفاده کردند
 نانوگرم در 100هاي  داد که استفاده از غلظت قطعی نشان می

لیتر از  ی نانوگرم در میل25 و  activin Aلیتر از میلی
Wnt3a روز و به دنبال آن حذف 1 به مدت Wnt3a و 

 2 به مدت activin A نانوگرم از 100ادامه تیمار با غلظت 
 هاي  برابري در بیان ژن75/2 و 68/1روز باعث افزایش 

FOXa2  و SOX17به . شود  در مقایسه با گروه کنترل می
عبارت دیگر در مطالعه آنها مشخص شد که غلظت کم 

activin A) 20100(هاي بالا  در مقایسه با غلظت)  نانوگرم 
هاي بنیادي ژل  منجر به تمایز کارآمدتر سلول) نانوگرم

هر چند در مطالعه ما . )15(شود وارتون به اندودرم قطعی می
در مقایسه با غلظت )  نانوگرمactivin A )100 غلظت بالاي

افزایش ث دار باع این ماده به طور معنی)  نانوگرم20(کم 
که  با توجه به این. هاي مربوط به اندودرم قطعی شد بیان ژن

باشد،  ها در انتقال دو طرفه مواد موثر می اندازه قطر کپسول
هاي این پژوهش با پژوهش اله  یکی از دلایل تفاوت یافته

هاي  بخشی و همکاران احتمالاً ناشی از اندازه بزرگ کپسول
رسد با  به نظر می. دباش آلژینات در پژوهش حاضر می

هایی مثل  ها با استفاده از روش کاهش بیشتر قطر کپسول
توان آن را بهبود  می تزریق الکتریکی و تزریق هوایی

  .بخشید
اند که مسیرهاي پیام  مطالعات ژنتیکی نشان داده

-Wnt/β و  (TGFβ)بتا شونده تبدیل رشد رسانی فاکتور

cateninو اندودرم در گیري مزودرم   نقشی مهم طی شکل
مقادیر زیاد نودال، یک عضو از . کنند مهره داران ایفا می

هاي اندودرم قطعی  ، منجر به بیان ژنTGFβفوق خانواده  
شود در حالی که مقادیر کم   میFOXa2و SOX17 مثل 

 Brachyuryهاي مزودرمی مثل ژن  آن منجر به بیان ژن
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 TGFβده اکتیوین، عضو دیگر فوق خانوا. )26، 25(شود می
همانند نودال با اتصال به رسپتورهاي مشابه آبشارهاي پیام 

 activin Aتیمار با . کند اندازي می رسانی مشابهی را راه
شود که با بیان  باعث انتقال سلول از مسیر مزواندودرمی می

 FGF4 و Brachyury ,N-Cadherin ,Wnt3aموقتی 
قاي بیان  به طور مستقیم و با الWnt3a. )27(همراه است

Brachyuryها از شیار اولیه به   باعث انتقال کارآمد سلول
  . )28(شود اندودرم قطعی می

هاي بنیادي مزانشیمی ژل  در این مطالعه از از سلول
وارتون بند ناف انسانی استفاده شد که با توجه به مزایایی از 

خطر براي دهنده،  قبیل در دسترس بودن، امکان برداشت بی
تر، قدرت تکثیر بالاتر، امکان تهیه تعداد قابل توجه تعداد بیش

در زمان کم جهت پیوندهاي کلینیکی، کاندیداي مناسبی 
  .)15(براي سلول درمانی و پزشکی ترمیمی هستند

  
  نتیجه گیري 

هاي متشکل از  این مطالعه نشان داد که کپسول
آلژینات محتوي مقادیر متوسط گلوکورونیک اسید، قابلیت 

به عنوان یک داربست سه بعدي جهت کشت و استفاده 
هاي بنیادي مزانشیمی ژل وارتون به اندودرم  تمایز سلول

بنابراین در صورت انجام مطالعات بیشتر در . قطعی را دارد
سطوح درون تنی و برون تنی به منظور بررسی تاثیرات این 

هاي بنیادي و ادامه مراحل تمایزي تا تشکیل  ترکیب بر سلول
اي بتاي کاملاً عملکردي، این داربست زیست تجزیه ه سلول

هاي انسولین  تواند گزینه مناسبی براي تولید سلول پذیر می
زایی در  و به عنوان یک روش ایمن از لحاظ ایمنی ساز باشد

پیوند و درمان بیماران مبتلا به دیابت مورد استفاده قرار 
 .بگیرد

  
  تشکر و قدردانی

یان نامه خانم خدیجه این مقاله برگرفته از پا
هاي بنیادي مزانشیمی مشتق   تمایز سلول"سنامیري با عنوان 

 "هاي آلژینات  از ژل وارتون به اندودرم قطعی در کپسول
براي اخذ درجه کارشناسی ارشد رشته زیست شناسی سلولی 

بدین وسیله . تکوینی جانوري از دانشگاه خوارزمی تهران بود
رکز تحقیقات سلولی و مولکولی از تمامی همکاران محترم م

دانشگاه علوم پزشکی جندي شاپور اهواز که ما را در این 
  .تحقیق یاري نمودند کمال تشکر را داریم
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