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 هديچك

 سابقه و هدف 
مختلا  در طاول    يهاا  اما استرس. باشند  وند مييپ يآل برا دهيا يک منبع سلولي ،يميمزانش ياديبن يها سلول
 يکارهاا  راه يريکاار  ه ن با يبنابرا. شود يوند ميها پس از پ آن يمنجر به کاهش بقاي سلول يشگاهير آزمايتکث
 ،ن مطالعاه يهدف ا. است يار ضروريط سرشار از استرس بسيمحز يها در ر زان بقاي آنيش ميجهت افزا يعمل
بار بقااي    HIF-1αو  Nrf2شده با دو ژن  يورز دست يميمزانش ياديبن يها سلول ياثر سکرتوم ترشح يبررس
 .  مختل  بود يهاي سلول تحت استرس ،ها ن سلوليا

 ها روش مواد و
  به طور جدا انه و هم pcDNA3.1-Nrf2 و pcDNA3.1-HIF-1αب ينوترک يدهايپلاسمدر يك مطالعه تجربي، 
در  Nrf2و  HIF-1αان يا ب ،ساعت بعد 71. ترانسفکت شدند بند ناف يميمزانش ياديبن يها زمان به درون سلول

و، فقر يداتيمختل  با استرس اکس يسلول يها  روه. شد يبررس RT-PCRشده به روش  يورز دست يها سلول
ظ شاده و باا   يو تغلا  يآور ترانسافکت شاده جماع    يها سکرتوم سلول. ژن مواجه شدنديو کمبود اکس يسرم
 ط اساترس مشاابه باا روش   يها پس از اعمال شرا بقاي سلول. بند ناف مجاور شد يميمزانش ياديبن يها سلول

WST-1  شد يبررس . 
 ها افتهي

 ± %5/5) يزان بقاا يها م ن سلوليا. کردندان يرا ب Nrf2و  HIF-1α يها ژن ،زمان ترانسفکت شده  هم يها سلول
کشات داده   يهاا  چنين بقاي سلول هم. نشان دادند%( 3/55 ± %4)سه با  روه کنترليرا در مقا يشتريب%( 5/34

 . بود% 4/57 ± %3/4و بقاي  روه كنترل % 3/32 ± %6 ،هاي مختل  شده با سکرتوم پس از مواجهه با استرس
 يريجه گينت

و  يو، فقر سارم يداتيرا در برابر استرس اکس يميمزانش ياديبن يها سلول ،شده يورز دست يها سکرتوم سلول
 . کند يژن محافظت ميکمبود اکس

  يبقاي سلول هاي بنيادي مزانشيمي، ، سلولمحيط رويي :يديات كلكلم

 

 
 6/7/39: افت يخ دريارت

 2/4/34: رش يخ پذيتار
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  مقدمه 
 ياريدر درمان بس ياديبن يها امروزه انواع مختلف سلول   
پــا از . کــاربرد دارنــد يو اکتســاب يارثــ يهــا يمــارياز ب

هاي بنيادي غير خونساز يـا   شناسايي گروه ديگري از سلول
هاي بنيادي مزانشيمي، اميد بـه اسـتداده از ايـن     همان سلول

هاي آسـيب ديـده افـزاي      ترميم بافت وها در پيوند  سلول
هاي مختلدي بـر روي كـاربرد بـاليني ايـن      گروهو پيدا كرد 

 (.1)اند دهها كار كر سلول
 ـبن يهـا  سلول      Mesenchymal( MSCs)يميمزانش ـ يادي

Stem Cells  ،را  يمختلـف سـلول   يهـا  ز به ردهيتما ييتوانا
مختلف جـدا و   يها از بافت يشگاه به آسانيداشته، در آزما

 يهـا  يژگ ـيو يها دارا ن سلوليا(. 2-5)شوند ير داده ميتکث
مهاجرت و  ييو توانا يمنيل ايت تعديخاص مانند خصوص

اين امروزه از (. 6-3)ده هستنديب ديدر محل آس ينيگزيجا
نـه سـلول   يده آل در زميا يک منبع سلوليبه عنوان ها  سلول
 .شود يبافت استداده م يز مهندسيو ن ي، ژن درمانيدرمان
هـا ببـل و بعـد از     وارده بـه آن  يها بيآس ،ن وجوديبا ا    

جـاد  يهـا ا  طيز مح ـيرسان ر بيجه عوامل آسيوند که در نتيپ
 ياديبن يها مجموع باعث مرگ زودرس سلول شوند، در يم

ونـد شـده و   يپـا از پ  ييابتدا يدر همان روزها يميمزانش
تـر از دـد    نييبـه پـا   يسلول درمـان  ييموجب کاه  کارآ

 ؛رسـان  بين عوامل آس ـين ايتر از مهم(. 11)گردند ميانتظار 
آزاد  يهـا  کـال يو وجـود راد  ييژن، فقـر غـذا  يکمبود اکس ـ

ا يـا همـان   ي ـون و اديداسياکس يها  از واکن يژن ناشياکس
 (.11)باشند يو ميداتياسترس اکس

 يها   مقاومت سلوليافزا ،با توجه به مطالب ذکر شده    
  يزا جهـت افـزا   ط استرسيدر برابر شرا يميمزانش ياديبن

ن يبـد (. 12)اسـت  ياتي ـار ديها، بس ن سلوليوند ايپ ييکارآ
همانند  يگوناگون يکارها راه ،مختلف هاي همنظور در مطالع

 ـبن يها ط کشت سلوليکردن و بهبود شرا ي  شرطيپ  يادي
 (.19، 14)اند کار گرفته شدهه ب يميمزانش
هـاي   سـلول  ي  بقـا يافزا نهيدر زم يمتعدد هاي همطالع    
 يک ـيژنت يورز با اسـتداده از روش دسـت   يميمزانش ياديبن

مختلـف انجـا     يسـلول  کننده  محافظت يها ها با ژن سلول
 دهـت کننـمحافظ ياـه ه ژنـاز جمل(. 15-11)تـده اسـش

 Nuclear Factor-Erythoridيا  Nrf2 (NF-E2 دو ژن ،يسلول

- Related Factor 2 ) وHIF-1α (Hypoxia Inducible 

Factor-1α) يس ـيباشند کـه بـه عنـوان دو فـاکتور رونو     يم 
افـزاي   د كـه  ن ـگرد هـايي مـي   بيـان مجموعـه ژن  منجر به 

را مقابل شرايط اسـترس اكسـيداتيو و   ا ه مقاومت اين سلول
 (. 13، 21)به دنبال خواهد داشتژن يکمبود اکس

 يورز اما متأسـدانه بـا وجـود مـؤثر بـودن روش دسـت          
ونـد، اسـتداده از   يها در پ سلول ي  کارآمديدر افزا يکيژنت

د ســازمان ييــمــورد تأ ،نيدر بــال  شــده يورز ســلول دســت
هاي بنيادي  از طرفي سلول. ستين (WHO) يبهداشت جهان

فعـال   يهـا  ها و مولکـول  نيتوکيترشح س ييتوانا يميمزانش
 (Secretome) سـكرتو  (. 21)باشند يرا دارا م ياديز يستيز

 يو درمـان  يمن ـيکننـده ا  ليتعد يها نيتوکياي از س مجموعه
بـه نظـر   (. 22)است يميهاي بنيادي مزانش مترشحه از سلول

ورزي شـده بـا    هاي دست رسد سكرتو  داصل از سلول مي
هـايي   اي از پـروتئين  داوي مجموعـه ،  HIF-1α و Nrf2ژن 

هـا در برابـر    توانند در افزاي  مقاومـت سـلول   باشد كه مي
 ،استرس اكسيداتيو و شـرايط كمبـود اكسـيژن مـؤثر باشـند     

 ،شـيمي هـاي بنيـادي مزان   ورزي مستقيم سـلول  بدون دست
هـا بـه دنبـال     نتايج بابل ببولي در افزاي  بقاي ايـن سـلول  

اسـتداده از ايـن    يي  کـارآ يمؤثر جهت افزا يداشته و گام
 .ن محسوب شوديها در بال سلول
هـاي بنيـادي مزانشـيمي كاربردهـاي      جا كه سلول از آن    

ها بـا   فراواني در سلول درماني دارند، بهبود درصد بقاي آن
مانند استداده از مواد ترشحي خـود ايـن   هاي مناسب  روش
هـا در زمينـه اسـتداده از سـاير      توانـد نگرانـي   ها مـي  سلول
ها مانند عد  ايمني و  هاي موجود در افزاي  بقاي آن روش

سلامت و يا ادتمال بـر انگيخـتن پاسـخ ايمنـي را كـاه       
  .دهد
ه ين فرض ـيو با ا و مطالب ذكر شده ها هبا توجه به مطالع    
ورزي شـده بـا    هـاي دسـت   سـلول  استداده از سـكرتو  که 
تواند مشكل عد  امكان استداده  يم  HIF-1αو Nrf2هاي  ژن

ورزي شده در بالين را مرتدع سازد و از  هاي دست از سلول
در زمينه بررسي اثرات پـاراكرين    طرفي فقدان مطالعه مشابه

 ـ، اهـا   بـر بقـاي ايـن سـلول     هاي بنيادي مزانشيمي سلول ن ي
هـاي   سـلول  ياثر سـکرتو  ترشـح   يمطالعه با هدف بررس

و  Nrf2 يهـا  شـده بـا ژن   يورز زانشيمي دسـت ـادي م ــبني
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HIF-1α ــر م ــب ــايي ــا زان بق ــا ن ســلولي  يهــا پــا از الق
و  ييژن، فقـر غـذا  يکمبود اکس ـ)مختلف يسلول يها استرس

 .و انجا  شد يطراد( ويداتياسترس اکس
هاي بنيادي مزانشـيمي   بدين ترتيب پا از كشت سلول    

( سـكرتو  )بندناف در شرايط مناسب، محيط كشـت رويـي  
در . گرديـد هـا مجـاور    آوري شده و با اين سلول ها جمع آن

هـاي كشـت داده در مجـاورت     سـلول  ينهايت ميـزان بقـا  
سكرتو  پا از مواجهه با شرايط استرس اكسيداتيو، كمبود 

ه گـروه كنتـرل ارزيـابي    ـت ب ــي نسبـسرمر ـژن و فق ـاكسي
 .دش
 

 ها مواد و روش
بند  يميمزانش ياديبن يها از سلول ين مطالعه تجربيدر ا    

 يعـال   قات مؤسسهيمرکز تحق يسلول  رهيناف موجود در ذخ
 يمارکرهـا  طب انتقال خون، کـه بـبلا    يپژوهش -يآموزش
اسـتخوان و  ، يچرب ها به سه رده ز آنيتما ييو توانا يسطح

. (29)اســتداده شــد ،د شــده بــودييــو تأ يغضــروف بررســ
و ( (Nrf2 pcDNA3.1-Nrf2ژن  يب دـاو ي ـد نوترکيپلاسم

-HIF-1α pcDNA3.1-HIFژن  يب دــاويــد نوترکيپلاســم

1α) )د و بـا  ي ـتول يم ـيبا روش بـرش و اتصـال آنز   ز ببلا ين
د يي ـتأ DNA يابي ـ يو تـوال  يمي، هضم آنز PCR يها روش

ن ـي ـا يدارا  DH5αوعـن يـاکولياشرش يو باکترشده بودند 
در مرکز ( استوک)ره يب به صورت ذخينوترک يدهايپلاسم
 .(17، 11)قات موجود بوديتحق

 
 :سازي و استخراج پلاسميدهاي نوترکيب آماده
ــاکتر     ــا يب -pcDNA3.1و  pcDNA3.1-Nrf2 يدــاو يه

HIF-1α ط ياز استوک خارج شده و در محLB يع دـاو يما 
شـرکت  )نيليس ـ يا آمپ ـين يسيکاناما يک اختصاصيوتيب يآنت
ک شـب  ي ـصورت جداگانه به مدت ه ب( کايتروژن آمرينويا

شـركت ايـوي   )کرداريگراد ش ـ يدرجه سانت 97در انکوباتور 
ب بـا  ي ـنوترک يدهايپلاسـم . کشت داده شـدند  (استراليامن 

و ( وش آلمـان شـرکت ر  )ديت استخراج پلاسمياستداده از ک
ها بـا اسـتداده    ت آنيت استخراج و کميکار کبر طبق روش 

( کــايتــک آمر يهــا شــرکت)از اســپکتروفتومتر نــانودرا  
 . شد يريگ اندازه

 :هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف سازي سلول آماده
ا ي ـ -11 يبند نـاف از دمـا   يميمزانش ياديبن يها سلول    

-DMEMط يبا مح ـ ييزدا خيتانک ازت خارج شده، پا از 

Low glucose  ين گــاويســر  جنــ% 11 يدــاو (FBS)  و
هـر سـه مـاده از    )نيليس ـ ين و آمپيسيک استرپتومايوتيب يآنت

مخلوط شده و به ظروف کشت ( کايتروژن آمرينويشرکت ا
ل منتقـل و در انکوبـاتور اسـتاندارد کشـت     يمناسب و استر

هـا   آن يشناس ختيات ريخصوص. کشت داده شدند ،يسلول
کـون  يشـرکت ن )معکـوس  يکروسکو  نوريبا استداده از م

ن ي ـهـزار عـدد از ا   911سـپا تعـداد   . شـد  يبررس( ژاپن
کشـت داده   يا خانـه  6هـاي   تي ـپل هاي ها در چاهك سلول

هـا   ت، از آني ـها بـه کـف پل   دن سلوليشدند و پا از چسب
بـه   يديپلاسم DNAورود )جهت انجا  مرادل ترانسدکشن

 .تداده شداس( داخل سلول
 

هـاي   ترانسدکشن پلاسميدهاي نوترکيب بـه داخـل سـلول   
 :بنيادي مزانشيمي

شـركت  ) يوژن اچ دي ـف يپوزوميل  ن مطالعه از مادهيدر ا    
ــانر  ــردن  ( وش آلمـ ــت وارد کـ و  pcDNA3.1-Nrf2جهـ

pcDNA3.1-HIF-1α ـبن يها سلولدرون  به   يميمزانش ـ يادي
 يوژن اچ دي ـمناسـب از ف  يهـا  نسبت. بند ناف استداده شد

ــا  ــ pcDNA3.1-HIF-1αو  pcDNA3.1-Nrf2بـ ــور ه بـ طـ
هـا مخلـوط شـده و بـه      آن يزمان با هـر دو  جداگانه و هم

کشـت داده شـده    يميمزانش ياديبن يها ط کشت سلوليمح
پا . اضافه شد يا خانه 6 يها تيمختلف پل يها در چاهک
 .ض شديها تعو ط کشت سلوليمح ،ساعت 4-5از گذشت 

 
تـرانا   PCRبـه روش   HIF-1αو  Nrf2 يهـا  ان ژنيد بييتأ
 :(RT-PCR)پتاز معکوسيکر
 يها در سلول Nrf2ان يب ،پا از ترانسدکشنساعت  72    

ده ينام MSC-Nrf2که ) pcDNA3.1-Nrf2ترانسدکت شده با 
ترانسـدکت شـده بـا     يهـا  در سـلول  HIF-1αان ي، ب(شدند

pcDNA3.1-HIF-1α (ا يMSC-HIF-1α )زمـان   ان هـم ي ـو ب
ا ي ـ)زمـان ترانسـدکت شـده     هـم  يهـا  هر دو ژن در سلول

MSC-Nrf2-HIF ) به روشPCR پتـاز معکـوس   يترانا کر
مختلف بـا اسـتداده از    يسلول يها گروه RNA. شد يررسب
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. اسـتخراج شـد  ( کـا يتروژن آمرينـو يشـرکت ا )زوليماده ترا
cDNA ت سـاخت  ي ـها با اسـتداده از ک  آنcDNA (  شـرکت

ت سـاخته  يک يديو بر اساس روش کار توص( کاير آمريونيب
دو ژن مورد نظر بـا اسـتداده از    ياختصاص يآغازگرها .شد
با اسـتداده از   PCR يها واکن  ،شده يطراد NCBIت يسا

جاد شده توسط دسـتگاه  يمناسب ا يو زمان ييدما يها دوره
PCR (ژاپـن  يشرکت تاکارا )  ـ . انجـا  شـد  ه محصـوتت ب

الکتروفورز شده با رنـ   % 2ژل آگارز  يدست آمده بر رو
جـاد شـده بـا    يا يهابانـد . شـد  يزيآم د رن يو  برومايديات

ده ـمشاه ـ( شركت تتروي انگليا) ناتوريدستگاه ترانا لوم
 .دير گرديو تدس

 
  :هاي بنيادي مزانشيمي آوري و تغليظ سکرتو  سلول جمع
د يبند ناف با هر دو پلاسـم  يميمزانش ياديبن يها سلول    

ف شـده ترانسـدکت   يب ذکر شده و بـه روش توص ـ ينوترک
ط کشـت  يها بـا مح ـ  ط کشت آنيساعت بعد مح 41. شدند

 ييط کشت رويساعت بعد مح 24ض شد و يفابد سر  تعو
 5لتـر  يف يدارا يهـا  و با استداده از لوله يآور ها جمع سلول

دوژ بـا  يو سـانتر ( وس آلمـان يشـرکت سـارتور  )دالتون لويک
ظ يقـه تغل ـ يدب 31قـه بـه مـدت    يدر دب دور 11111سرعت 

 . دـش
 

نـاف در مجـاورت    هاي بنيادي مزانشيمي بنـد  کشت سلول
 :ورزي شده هاي دست سکرتو  سلول

 ييتا  بندناف به طور سه يميمزانش ياديبن سلول 11111    
 DMEM-LGط يمح ـو در  يا خانه 36ت يپل يها چاهک در
بعـد از  . ندکشـت داده شـد   کيوتيب يو آنتFBS  %11 يدارا
ه شـده و  ي ـهـا تخل  ط کشت چاهـک يمح ،ها دن سلوليچسب

زمــان  هــم يهــا مختلــف از ســکرتو  ســلول يدرصــدها
بـه  HIF-1α  (MSC-HIF-Nrf2 )و Nrf2ترانسدکت شده بـا  

انکوباتور استاندارد  ک شب دريمدت  ها اضافه شد و به آن
 .شدند ينگهدار يکشت سلول

زمـان گـروه    هـم . شدندده ينام S- HIF-Nrf2ن گروه يا     
 يهـا  دست آمده از سلوله ز با سکرتو  بين( (S-MSCکنترل

 ک يبه مدت  يکيژنت يورز بدون دست يــميمزانش يادـيبن
 . شب مجاور شدند

هاي سـلولي   ايجاد شرايط گوناگون استرس سلولي بر گروه
 :مختلف

بـه   Nrf2و  HIF-1αان ي ـ  بير افزايتأث يبه منظور بررس    
 ـ يچن ـ زمان و هم طور جداگانه و هم دسـت  ه ن سـکرتو  ب

 يسـلول  يهـا  هـا، گـروه   زان بقاي سـلول يها بر م آمده از آن
در مجاورت  ،ا کشت داده شدهيمختلف ترانسدکت شده و 

و  يژن، فقـر سـرم  يط استرس کمبـود اکس ـ يسکرتو  با شرا
( H2O2)دروژنيدهياز اثـر پراکس ـ  يو ناش ـيداتياسترس اکس ـ

 .شدندمواجه 
ــلول بن 11111      يهــا در چاهــک يميمزانشــ ياديــس
کشـت   ييتـا   طور جداگانـه و سـه  ه ب يا خانه 36 يها تيپل

 . داده شدند
  ها بـه مـدت   سلول ،ژنيجهت اعمال استرس کمبود اکس    

سـاعت در انكوبـاتور    24و  6، 9، 5/1، 1 مختلف يها زمان
% 1در غلظـت  و ( هيپوكسـي )نييژن پـا يمخصوص بـا اکس ـ 

جاد يجهت ا .کشت داده شدندكربن داكسي دي% 5اكسيژن و 
هـا   ها خارج و به آن ط کشت سلوليمح ،ياسترس فقر سرم

 يهـا  ها به مدت زمان تياضافه و پل FBSط کشت فابد يمح
 يدر انکوباتور کشت سـلول ساعت  41و  24، 6، 9، 5/1، 1

ــ. شــدند ينگهــدار ط اســترس ياد شــراـجــيور اـمنظــه ـب
ــ ــاليرادو و يداتياکس ــا ک ــ يه ــلوليآزاد اکس ــا  ژن، س ــا ب ه

 ـبـه مـدت    H2O2 مـوتر  يليم 1-5 يها غلظت ک سـاعت  ي
 .مواجه شدند

 
ها پـا از   و ميزان بقاي سلول هاي زنده سلول تعيين درصد

  :هاي سلولي مختلف اعمال استرس
زنـده   يهـا  ط استرس، درصـد سـلول  يجاد شرايپا از ا    

ن زده يبلـو تخم ـ  پـان يمختلف بـا روش تر  يسلول يها گروه
زان بقـاي  ي ـج، مينتا يساز يشتر و کميد بييامنظور ته ب. شد

 WST-1 (Water Soluble Tetrazoliume ها بـا روش  سلول

Salt شد يز بررسين( ، شركت سيگماي آمريكا .WST-1   بـه
ها اضـافه شـد و پـا از     ط کشت سلوليبه مح 1:11نسبت 

هـا در طـول    نمونه يزان جذب نوريم ،ساعت 9-4گذشت 
 ـنانومتر با دسـتگاه ات  451موج   يشـرکت مـولت  )زا خـوان  ي

محاســبه  يزان بقــاي ســلوليــخــوان  و م( کيــاســکن بلژ
 . گرديد
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 :هاي آماري بررسي
 شـدند  يابي ـارز ييتا صورت سه تا پنجه ها ب  يه آزمايکل   

بـه صـورت    يزان بقـاي سـلول  ي ـدست آمده و مه ج بيو نتا
مـورد اسـتداده بـرار     (mean ± SD)اريانحراف مع ± نيانگيم

 يافــزار بــا اسـتداده از برنامــه نــر   يکمــ يهــا داده. گرفـت 
13SPSS version  ک طرفه يانا يز واريآنال يو روش آمار
(One-Way ANOVA) ــتجز ــه و تحلي ــه ي ل شــدند و دامن

کمتـر از   p معنـادار بـا ارزش   يهـا  و اختلاف يساز طبيعي 
 .گزارش شد 15/1

 

 ها افتهي
هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف ظاهري دوکـي شـکل    سلول
 :دارند
هـا در محـيط كشـت     و کشـت سـلول   يـي زدا خيپا از     

بـا   يشناس ـ خـت يهاي رشد كرده از نظر ر اختصاصي، سلول
مشـاهدات  . استداده از ميكروسكو  معكوس بررسي شدند

هـاي کشـت داده شـده از     ميكروسكوپي نشان داد كه سلول
  ،هـاي بنيـادي مزانشـيمي بـوده     مشابه سـلول  اين نظر كاملا 

ظاهري شـبه فيبروبلاسـتي دارنـد و دوكـي شـكل هسـتند       
 (.1شکل)
   
 
 
 
 
 
 
 

 يميمزانشا  ياديا هااي بن  سالول  يشناس ختيات ريخصوص: 2شكل
نماايي   بازر  )ده داشاتند يو کشا  يدوکا  يها ظااهر  سلول. بندناف
133×.) 
 

را بيان  HIF-1α و Nrf2هاي  ژن ،هاي ترانسدکت شده سلول
 :کنند مي
-pcDNA3.1ها بـا   ساعت پا از ترانسدکشن سلول 72    

Nrf2  وpcDNA3.1-HIF-1α زمـان  طور جداگانه و هـم ه ب، 
پتـاز معکـوس در   يتـرانا کر  PCR ها به روش ژن نيان ايب

مشـاهده   2طـور کـه در شـکل     همان. شد يها بررس سلول

که pcDNA3.1-Nrf2 ترانسدکت شده با  يها سلول ،شود يم
MSC-Nrf2 ژن ،ده شدندينام Nrf2 با توجـه  . ان کردنديرا ب

 ترانسدکت شده بـا  يها در سلولHIF-1α  انيب،  2به شکل 
pcDNA3.1-HIF-1α د شديياز تين . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يسالول  يهاا  در  اروه Nrf2 و  HIF-1αبررساي بياان ژن    :1شكل
،  DNAكر ماار  M. پتاز معکاوس يکر ترانس PCRمختل  با روش 

 :1، رديا   يد خاال يترانسفكت شده با پلاسام  يها سلول: 2ردي  
،   pcDNA3.1- HIF-1αد يپلاسام ترانسافكت شاده باا     يهاا  سلول
و  pcDNA3.1- Nrf2 د يترانسفكت شده با پلاسم يها سلول: 3 يرد
 يدهايزماان ترانسافكت شاده باا پلاسام      هام  يها سلول: 4 يرد

pcDNA3.1-Nrf2  وpcDNA3.1-HIF-1α .ياديااابن يهاااا سااالول 
 .را بيان كردند  Nrf2و  HIF-1α،زمان ترانسفکت شده هم يميمزانش
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 مختل  باا روش   يسلول يها ن در  روهيبررسي بيان بتااکت :3شكل

PCR (يکنتارل داخلا  )پتاز معکوسيترانس کر .M  كرماار DNA ،  

 :1، رديا   يد خاال يترانسفكت شده با پلاسام  يها سلول: 2ردي  
،   pcDNA3.1- HIF-1αد يترانسافكت شاده باا پلاسام     يهاا  سلول
و  pcDNA3.1- Nrf2 ديترانسفكت شده با پلاسم يها سلول: 3 يرد
 يدهايزماان ترانسافكت شاده باا پلاسام      هم يها سلول: 4  يرد

pcDNA3.1-Nrf2  وpcDNA3.1-HIF-1α .ن يتها ژن بتااک  روه يتمام
 .ان کردنديرا ب

Nrf2 
 جدت باز 115

 
HIF-1α 

 جدت باز 191

 جدت باز 911
 جدت باز 211
 جدت باز 111

Nrf2 
 جدت باز 115

 

HIF-1α 
 جدت باز 191

 

4         9       2        1       M 

 بتااكتين
 جدت باز 211

 

 جدت باز 911
 جدت باز 211
 جدت باز 111

4         9       2        1       M 
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 ـانتظار مؤ مورد يها وجود دو باند با اندازه      ان هـم ي ـد بي
ا ي ـ)زمان ترانسدکت شده هم يها زمان هر دو ژن در سلول

جهـت کنتـرل   (. 2شـکل  )بود( MSC-Nrf2-HIF يها سلول
بـرار   يز مـورد بررس ـ ي ـن نيان ژن بتـااکت يب ، يمرادل آزما

زان ي ـژن را بـه م ن ي ـاي مورد بررس يها گرفت و همه گروه
 (.9شکل)ان کردند يمناسب ب

 
زمان ترانسدکت شده در برابر استرس كمبود  هم يها سلول
 :تر هستند ژن مقاو ياکس
مختلـف ترانسـدکت شـده در غلظـت      يسلول يها گروه    
در  يپوکسيم شده با انکوباتور مخصوص هيتنظ% 1ژن ياکس

 زان بقـاي ي ـمختلف کشـت داده شـدند و م   يها زمان مدت
طبق نمـودار  (. 1نمودار )شد يابيارز  WST-1ها با روش آن
ترانسدکت شده بـا   يها گروه يزان بقاي سلوليم ،ه شدهئارا
 ـبن يهـا  سـلول )  از گروه کنتـرل يذکر شده ب يها ژن  يادي

( يد خـال يترانسدکت شده با پلاسـم  يها سلول و يميمزانش
زان بقـاي  ي ـم ،زي ـترانسدکت شده ن يها ن گروهيو در ب. بود

بود  ييها   از سلوليزمان ترانسدکت شده ب همي ها سلول
  يهـا افـزا   در آن HIF-1αا ي Nrf2 يها از ژن يکيکه فقط 

 24ن اخـتلاف در زمـان   يکه اي طوره ب. شده بود ان دادهيب
 (>p 15/1)ژن معنـادار بـود  يساعت مواجهه بـا کمبـود اکس ـ  

 (.1نمودار)
 

ترانسـدکت شـده پـا از    زمـان   هاي هم ميزان بقاي سلول
  :ها است استرس فقر سرمي بي  از ساير گروه

 يهـا  ط فابد سر  در زمانيها در مح پا از کشت سلول    
 ده شـد يسـنج  WST-1هـا بـا روش    زان بقاي آنيمختلف، م

 ،شـود  يمشـاهده م ـ  2 طور که در نمـودار  همان(. 2نمودار)
 زمان ترانسدکت شده در برابر اسـترس فقـر   هم يها سلول
زان ي ـها بـا م  زان بقاي آنيداشته و م يشتريمقاومت بي سرم

دها ترانسـدکت  ياز پلاسـم  يکيکه فقط با  ييها بقاي سلول
اخـتلاف معنـادار داشـت     ،سـاعت  41بودند در زمـان   شده

(11/1 p<() 2نمودار.) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 14و  6،  3، 5/2، 3)تفااوت م يهاا  ژن در زماان يمختل  پس از مواجهه با استرس کمبود اکسا  يسلول يها در  روه يبقاي سلولزان يم: 2نمودار
-pcDNA3.1 ترانسفكت شاده باا   يها سلول  pcDNA3.1-Nrf2 ،:MSC-HIFترانسفكت شده با  يها سلول WST-1:MSC-Nrf2. ، با روش(ساعت

HIF-1α  ،MSC-HIF-Nrf2 :زمان ترانسفکت شده با هم يها سلول pcDNA3.1-HIF-1α  وpcDNA3.1-Nrf2  ،MSC-V  :ترانسافکت   يهاا  سلول
زماان ترانسافکت شاده باا دو ژن       روه هام . (>p 35/3)ژنتيكي يورز بدون دست يميمزانش ياديبن يها  سلول MSCs :و  يد خاليشده با پلاسم

 .ن بقاي سلولي بوديشتريب يدارا

  

MSC-HIF 
MSCNrf2 
MSC-HIF-Nrf2 
MSC-V 
MSCs 

                                        24                 6                  9                5/1                1         
 (ساعت)كمبود اكسيژن 

121 
111 
11 
61 
41 
21 
1 

 

 

ي 
لول
ي س
بقا

(
صد
در
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 43و  14، 6، 3، 5/2، 3) متفااوت  يهاا  در زماان  يمختل  پس از مواجهه با استرس فقر سارم  يسلول يها در  روه يبقاي سلولزان يم: 1نمودار
 -pcDNA3.1 ترانسفكت شده با يها سلول  pcDNA3.1-Nrf2،: MSC-HIFترانسفكت شده با  يها سلول  WST-1.: MSC-Nrf2، با روش (ساعت

HIF-1α   ،MSC-HIF-Nrf2  :زمان ترانسفکت شده با هم ياه سلول pcDNA3.1-HIF-1α  وpcDNA3.1-Nrf2  ،MSC-V  :ترانسافکت   يها سلول
زماان ترانسافکت شاده باا دو ژن       روه هام . (>p 32/3)ژنتيكي يورز بدون دست يميمزانش ياديبن يها سلول MSCs :و  يد خاليشده با پلاسم

 .ن بقاي سلولي بوديشتريب يدارا
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-WST-1  .MSC باا روش  H2O2مولار  يليم 3-5  يها ک ساعته با غلظتيمختل  پس از مواجهه  يسلول يها  روه يزان بقاي سلوليم: 3نمودار

Nrf2 : ترانسفكت شده با  يها سلولpcDNA3.1-Nrf2،:MSC-HIF   ترانسافكت شاده باا    يهاا  سالول pcDNA3.1-HIF-1α  ،MSC-HIF-Nrf2 :
و  يد خاال يترانسافکت شاده باا پلاسام     يها سلول:  pcDNA3.1-Nrf2 ،MSC-Vو  pcDNA3.1-HIF-1α  ترانسفکت شده بازمان  هم يها سلول

:MSCs ژنتيكي يورز بدون دست يميمزانش ياديبن يها سلول(32/3 p<  332/3و p<) .ن يشاتر يب يزمان ترانسفکت شده باا دو ژن دارا   روه هم
 .بقاي سلولي بود

 
اثر دداظتي بيشـتري   HIF-1αو  Nrf2زمان  افزاي  بيان هم

 :ها در شرايط استرس اکسيداتيو دارد بر سلول
مختلـف تحـت    يسلول يها در گروه يزان بقاي سلوليم    

 موتر يليم 1-5ک ساعت مواجهه با غلظت يمطالعه پا از 

کـه   WST-1ج ينتـا (. 9نمودار)شد يبررس پراكسيدهيدروژن
 ان هـم ي  بينشان داد که افزا ،ه شده استيارا 9 در نمودار

 ـا زمـان  ن يــا ،يميمزانش ـ ياديــبن يهـا  ســلول ن دو ژن دري
محافظـت کـرده    H2O2از  يها را در برابر استرس ناش سلول
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زمـان   هـم  يزان بقاي گـروه سـلول  يکه اختلاف م يطوره ب
 5 و 4هـاي   هـا در غلظـت   گـروه گـر  يترانسدکت شده بـا د 

معنادار  111/1و  11/1کمتر از  p ارزش با H2O2موتر  يليم
 (.9نمودار)بود
 

اثـرات   ،زمـان ترانسـدکت شـده    هـاي هـم   سکرتو  سـلول 
محافظت سلولي مناسبي در شرايط استرس سلولي مختلـف  

 :دارد
ــع      ــا از جم ــ يآور پ ــلول يو تغل ــکرتو  س ــا ظ س  يه

بـدون   يهـا  شده بـا دو ژن و سـکرتو  سـلول    يورز دست
به روش ذکر شده  يميمزانش ياديبن يها ، سلوليورز دست

ط استرس يها مواجه شده و سپا تحت شرا ن سکرتو يبا ا
زان بقـاي  ي ـت مي ـدر نها. کشـت داده شـدند   ،مشابه يسلول
تا  4 ينمودارها)ده شد يسنج WST-1ها با روش  آن يسلول

مجـاور شـده بـا     يهـا  سـلول ،  4 نمـودار  با توجـه بـه  (. 6
-HIFو Nrf2همزمان ترانسدکت شده با  يها سکرتو  سلول

1α  کهS-HIF-Nrf2 ـنام  نسـبت بـه گـروه     ،ده شـده بودنـد  ي
دسـت  ه مجاور شده با سکرتو  ب ـ يها ا سلوليکنترل خود 

 ـبن يهـا  آمده از سلول  يورز بـدون دسـت   يميمزانش ـ يادي
در برابر اسـترس کمبـود    يشتريمقاومت ب( (S-MSCيکيژنت
ها پـا   زان بقاي آنياختلاف م .ژن از خود نشان دادندياکس
زان بقـاي  ي ـژن بـا م يساعت مواجهه با کمبود اکس 24و  6از 

ــرل  ــروه کنت ــا ارزش  گ ــر از  pب ــود  111/1کمت ــادار ب  معن
 (.4نمودار)

 يگروه سـلول  ،5 ه شده در نمودارئبر طبق اطلاعات ارا     
S- HIF-Nrf2 ان هـر دو ژن  ي ـکه ب ييها که با سکرتو  سلول

ن يشـتر يب ،انـد  افته بـود مجـاور شـده   يبيان   يها افزا در آن
زان بقـاي  يداشته و م يمقاومت را در برابر استرس فقر سرم

 يها سلول) S-MSC يزان بقاي گروه سلوليبه م ها نسبت آن
( يک ـيژنت يورز بدون دسـت  يمواجه شده با سکرتو  سلول

را نشـان   ياخـتلاف معنـادار   ،ساعته 41و  24 يها زماندر 
ــودار)داد  ــر از    Pارزش(. 5نم و  11/1محاســبه شــده کمت
 يهـا  زان بقـاي سـلول  ي ـم،  6با توجه به نمودار .بود 111/1

زمان ترانسدکت شده  هم يها مواجه شده با سکرتو  سلول
از پراكسـيدهيدروژن   يو ناشيداتيپا از اعمال استرس اکس

موتر با گـروه کنتـرل اخـتلاف     يليم 5تا  2 يها در غلظت
 (.>p 11/1و  >p 111/1)معنادار داشت

ميانگين و انحراف معيار درصد بقـاي سـلولي    1جدول     
پنج گروه اصلي تحت مطالعه را پا از مواجهه با اسـترس  

 . كند ن و فقر سرمي ارايه ميژاكسيداتيو، كمبود اكسي
طـور نتيجـه    توان اين آمده ميبا نگاهي به نتايج بدست     

هاي بنيادي مزانشـيمي در مجـاورت    سلولگرفت كه كشت 
هـا نيـز باعـث افـزاي  مقاومـت ايـن        آن سكرتو  ترشحي

 .شود ها در مقايسه با كنترل مناسب مي سلول
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

مختلا    يهاا  ژن در زمانيمختل  مجاور شده با سکرتوم پس از مواجهه با استرس کمبود اکس يسلول يها در  روه يزان بقاي سلوليم: 4نمودار
 يهاا  سالول :  MSC-HIF-Nrf2 ،S-MSCمجاور شده با ساکرتوم   يها سلول:  WST-1  .S-HIF-Nrf2با روش ( ساعت 43و  14، 6، 3، 5/2، 3)

مجاور شاده باا    يها سلول(. >p 332/3)بدون مجاورت با سکرتوم يها سلول: MSCsژنتيكي و  يبدون دست ورز يمجاور شده با سکرتوم سلول
 .ن بقاي سلولي بودنديشتريب يشده با دو ژن دارا يورز سکرتوم دست
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،  3)مختلا   يهاا  در زماان  يمختل  مجاور شده با سکرتوم پس از مواجهه با استرس فقر سرم يسلول يها در  روه يزان بقاي سلوليم: 5نمودار
مجااور   يهاا  سلول: MSC-HIF-Nrf2 ،S-MSCمجاور شده با سکرتوم  يها سلول: WST-1 .S-HIF-Nrf2، با روش (ساعت 43و  14، 6، 3، 5/2

مجاور شاده   يها سلول(. >p 332/3و  >p 32/3)ها بدون مجاورت با سکرتوم  سلول: MSCsژنتيكي و  يبدون دست ورز يولشده با سکرتوم سل
 .ن بقاي سلولي بودنديشتريب يشده با دو ژن دارا يبا سکرتوم دست ورز

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

،  H2O2مولار  يليم 3-5 يها ک ساعته با غلظتيمختل  مجاور شده با سکرتوم پس از مواجهه  يسلول يها در  روه يزان بقاي سلوليم: 6نمودار
بادون   يمجاور شده با سکرتوم سلول يها سلول:  MSC-HIF-Nrf2 ،S-MSCمجاور شده با سکرتوم  يها سلول:  WST-1  .S-HIF-Nrf2 با روش
شده  يمجاور شده با سکرتوم دست ورز يها سلول. (>p 332/3و  >p 32/3) .ها بدون مجاورت با سکرتوم سلول: MSCsژنتيكي و  يدست ورز
 .ن بقاي سلولي بودنديشتريب يبا دو ژن دارا
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ژن و فقر سارمي باا    مختل  پس از مواجهه با استرس اكسيداتيو، كمبود اكسي يها در  روه يميانگين و انحراف معيار درصد بقاي سلول: 2جدول 
،  pcDNA3.1-HIF-1α ترانسافكت شاده باا    يها سلول  pcDNA3.1-Nrf2،:MSC-HIFترانسفكت شده با  يها سلولWST-1.  :MSC-Nrf2روش 

MSC-HIF-Nrf2 :زمان ترانسفکت شده با هم يها سلول pcDNA3.1-HIF-1α  وpcDNA3.1-Nrf2  ،S-HIF-Nrf2  :مجااور شاده باا     يهاا  سلول
 . كنترل يميمزانش ياديبن يها سلولMSC: و  MSC-HIF-Nrf2سکرتوم 

 
 فقر سرمي كمبود اكسيژن استرس اكسيداتيو  روه سلولي
MSC-Nrf2 1/5% ± 1/72% 9/4% ± 1/76% 1/5% ± 9/77% 
MSC-HIF 6% ± 9/67% 1/6% ± 6/11% 5/4% ± 4/76% 

MSC-HIF-Nrf2 2/5% ± 6/19% 5/4% ± 1/17% 2/6% ± 9/15% 
S-HIF-Nrf2 4/4% ± 11% 1/5% ± 6/12% 5% ± 1/72% 

MSC 5/4% ± 2/51% 4% ± 64% 1/5% ± 1/72% 
 

 بحث
 ـبن يهـا  فرد سـلول ه ات منحصر بيل خصوصيدله ب      يادي

ه و بــ ينيبــال هـاي  ههـا در مطالع ــ اســتداده از آن مزانشـيمي، 
-5)مورد توجه برار گرفته است ،يميترم يخصوص پزشک

ها، بقاي کم  چال  بر سر راه استداده از آنن يتر اما مهم(. 2
ن مجهز کردن يبنابرا(.  11)ق استيها پا از تزر ن سلوليا

  مقاومــت ســلولي يکــه باعــث افــزا ييهــا بــه ابزارهــا آن
 ـ. کمک کننده است ،شوند يم رسـد اسـتداده از    ينظـر م ـ ه ب

ــح ــرات ترش ــافظت ياث ــلول يو مح ــود س ــا خ ــبن يه  يادي
 .ن هدف باشديدن به ايجهت رس يکار مناسب راه ،يميمزانش

 HIF-1α و Nrf2ان دو ژن ي ـ  بير جهت افزايدر مطالعه اخ
ــلول ــا در س ــبن يه ــ يادي ــاف يميمزانش ــد ن ــل  ،بن از دام

اسـتداده از  . اسـتداده شـد   دي فيـوژن اچ   و مـاده  يديپلاسم
 ـ) يديدامل پلاسـم  از  ينگران ـ( يروس ـيدامـل و  يجـا ه ب

را بـه   يـي زا جهـ  ا ي ـو  ياختصاص ريغ يمنيا يها واکن 
باعــث  يوژن اچ ديــف يپــوزوميل  مــاده(. 24)همــراه نــدارد

 يبه داخل سلول شده و بـر رو  DNA  درصد انتقال يافزا
 (.25)ندارد ياثر مند يز سلولير و تمايتکث
    Nrf2 و HIF-1α ــدهايار مهــم در فرآياز عوامــل بســ  ين

بر  يها اثر مضاعد ان آني  بيهستند که افزا يدداظت سلول
 داردنـاف   بنـد  يميمزانش ياديبن يها سلول يمقاومت سلول

ــلول(. 13، 21) ــا س ــبن يه ــ يادي ــا   يميمزانش ــاف ب ــد ن بن
ر ي ـبدرت تکث يشوند و دارا يم يآسان جداساز يريگ نمونه

ن يــدر ا(. 26)هســتند يشــتريب يمنــيل ايت تعــديو خاصــ
 پا از اعمال سه استرس کمبود ياي سلولـزان بقيمطالعه م

ن يشـتر يو که باعث بيداتيو استرس اکس يفقر سرم ژن،ياکس
بـا   ،شـوند  ين م ـيشگاه و بـال يط آزمايها در شرا مرگ سلول

 WST-1 .(11)  داده شـد يو افـزا  يبررس ـ WST-1روش 

(. 27)کمتـر اسـت   يت سـلول يق بـا سـم  يآسان و دب يروش
ــا ــ WST-1ج ينت ــزايمب ــ  مين اف ــاي ــلول يزان بق در  يس

ط اسـترس  يشده پا از اعمال شـرا  يورز دست يها سلول
 .بود
را در  HIF-1αبيــان  2119و همكــاران در ســال  يانيــک    

هاي بنيادي مزانشيمي با استداده از دامل پلاسـميدي   سلول
هاي اكسيداتيو،  ها را با استرس افزاي  دادند و سپا سلول

طور نتيجـه   ژن مواجه كردند و اينيفقر سرمي و کمبود اکس
هـا در   ميزان بقاي سـلول  ،افزاي  بيان اين ژنگرفتند كه با 

(. 17)يابــد  هـاي سـلولي افـزاي  مـي     مواجهـه بـا اسـترس   
ان ي ـ  بينشان داد که افزا يا مطالعه يط( 2112)محمدزاده 

Nrf2 يباعـث اثـر ددـاظت    يميمزانش ـ ياديبن يها در سلول 
 يو. شـود  يمشابه م يسلول يها در برابر استرس يبابل ببول

. (11)خود اسـتداده کـرده بـود     در مطالعه يروسياز دامل و
در  ياز طرف ـ. داشـت  يخـوان  ر همياخ  ها با مطالعه ج آنينتا

باعـث   Nrf2و  HIF-1αزمـان   اخير افزاي  بيان هم  مطالعه
دو ژن شده و منجـر بـه افـزاي      ياثرات محافظت ييافزا هم

 .تر شد مقاومت سلولي در شرايط استرسي سخت
 ياديبن يها ن مطالعه مجاور کردن سلولياز ا يدر بسمت    

ز باعث يشده ن يورز دست يها با سکرتو  سلول يميمزانش
اسـتداده از سـکرتو  و اثـرات    . هـا شـد     مقاومت آنيافزا

  يکيژنت يورز از دست يناش يها ينگران ،ها سلول يـترشح
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ن را بـه همـراه   يا و عد  امکان استداده از آن در بالـه سلول
 .ندارد
سـکرتو    يآور با جمـع  2112و همکاران  در سال  يل    

 ـبن يهـا  سلول و  GATA-4شـده بـا ژن    يدسـت ورز  يادي
 يهـا  ژن نشان دادنـد کـه سـلول   ياعمال استرس کمبود اکس

 يونـد دارا يپـا از پ  ،ن سکرتو يمجاور شده با ا ياهرگيس
 (.21)هستند يشتريو بقاي ب يزيتوان تما

گزارش کردنـد کـه    نيچن( 2116) يو گروه و يجنسک    
 Aktکه ژن  يميمزانش ياديبن يها سکرتو  سلول يآور جمع
در  يبلب ـ يهـا  کشـت سـلول   ،افتـه يان ي ـ  بيها افزا در آن

ژن باعث يط کمبود اکسين سکرتو  و اعمال شرايمجاورت ا
شـود   يده م ـي ـب ديآس ـ يبلب  م عضلهيند ترميع در فرآيتسر

جهــت  يروســيو يهــا ن دو مطالعــه از دامــليــدر ا(. 23)
زان بقـاي  يم ياز طرف. ها استداده شده بود سلول يورز دست
 يژن مـورد بررس ـ يط کمبـود اکس ـ يها تنها پا از شرا سلول

 .  برار گرفته بود
ط يمح ـبـا مجـاورت    2113زان  و همکاران  در سال     

 يهـا  سـلول با  يميمزانش ياديبن يها کشت داصل از سلول
شـده  مـار  يت اكسـيژن كمبـود  ط يشـرا  کـه در بلب  يعضلان
 ـبن يهـا  سـلول  يترشـح کـه اثـر   نـد  نشـان داد  بودند،  يادي
در  يعضـله بلب ـ  يهـا  منجر به محافظت از سلول يميمزانش

(. 91) گـردد  يمز ينو يداتياز استرس اکس يپتوز ناشوبرابر آپ
ــدر ا ــه ني ــن مطالع ــهي ــد مطالع ــي اخ ز همانن ــکرتو  ي ر، س

پا  يبقاي سلول  يباعث افزا يميمزانش ياديبن يها سلول
 .شد H2O2ها با  از مواجهه سلول

زان بقـا و مقاومـت   ي ـق مي ـن تحقي ـطور خلاصه در اه ب    
 يسـلول  يهـا  در برابر اسـترس  يميمزانش ياديبن يها سلول

 ينـدها يان دو ژن مهـم در فرآ ي ـ  بيمختلف پـا از افـزا  
ن ي ـن کشـت ا يچن و هم(  HIF-1αو Nrf2)يمحافظت سلول

 يهـا  دست آمده از سلوله سکرتو  بها در مجاورت  سلول
 .  داده شديافزا ،شده يورز دست

 
 يريگ جهينت

ــزا     ــ  بياف ــلول HIF-1α و Nrf2 ان دو ژني ــا در س  يه
. هـا دارد  آن يزان بقـا ي ـبـر م  ياثر مضاعد ،يميمزانش ياديبن

ــا ا يورز دســت يهــا ســکرتو  ســلول ــشــده ب  ،ن دو ژني
کمبـود   يها را در برابر استرس يميمزانش ياديبن يها سلول
و محافظـت کـرده و   يداتيو استرس اکس يژن، فقر سرمياکس
هـا و عـد     سـلول  يکيژنت يورز از دست يناش يها ينگران

 ـ. بـرد  ين ميز از بين را نيامکان استداده از آن در بال نظـر  ه ب
كـاري مناسـب و عملـي در     راه ،رسد استداده از سکرتو  يم

هـا   و امكان كاربرد بيشتر و مديدتر آنها  افزاي  بقاي سلول
 .هاي باليني باشد در كارآزمايي

 
 يتشكر و قدردان

نامـه دانشـجويي خـانم فاطمـه      اين تحقيق داصل پايـان     
ــز     ــوب مرك ــد و مص ــي ارش ــع كارشناس ــلطاني در مقط س
تحقيقات مؤسسه عالي آموزشـي و پژوهشـي طـب انتقـال     

شـي ايـن مركـز    هاي پژوه باشد كه از محل بودجه ايران مي
 .تامين اعتبار گرديده است
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Abstract 
Background and Objectives 

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) are the ideal cell source for transplantation. But different 

stresses during MSCs in vitro expansion lead to decreased survival rate after transplantation. 

Therefore, applying practical strategies to enhance their viability in stressful microenvironment 

is quite necessary. This study aimed to survey effects of HIF-1α-Nrf2-engineered-MSCs 

secretome on MSCs survival under different stress conditions.    

 

Materials and Methods 

Recombinant pcDNA3.1-Nrf2 and pcDNA3.1-HIF-1α were transfected and co-transfected into 

umbilical cord MSCs (UC-MSCs) using FUGENE HD transfection reagent. After 72 hrs, 

expression of Nrf2 and HIF-1α were verified by RT-PCR. Different cell groups were exposed 

to hypoxic, serum deprived and oxidative stress conditions. The HIF-1α-Nrf2-engineered-

MSCs secretome was harvested and concentrated. Then, UC-MSCs were cultured in presence 

of this secretome and their viability was assayed using trypan blue exclusion dye and WST-1   

flowing by induction of the same stress conditions.  

 

Results 

HIF-1α-Nrf2-engineered-MSCs expressed Nrf2 and HIF-1α. HIF-1α-Nrf2-engineered-MSCs 

indicated a higher survival rate (84.5 ± 5.5%) compared with the control group (55.3 ± 4%). 

Moreover, the survival rate of UC-MSCs cultured with HIF-1α-Nrf2-engineered-MSCs 

secretome was 81.6 ± 6% and it was 57.9 ± 4.3% for the control group under the same stress 

conditions.  

 

Conclusions 

HIF-1α-Nrf2-engineered-MSCs secretome protects MSCs against oxidative, serum deprived 

and hypoxic stress conditions. 
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