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هاي بنيادي مزانشيمي كشت داده شده با سكرتوم حاصل از  ارزيابي اثرات ترميمي سلول
 بر روي آسيب حاد كليوي در موش صحرايي Nrf2ورزي شده با  هاي بنيادي دست سلول

 
 9، محمد علي جليلي4، مهريار حبيبي رودكنار1، مژگان دهقان هراتي1، فاطمه اميري3فاطمه ژاله

 
 

 هديچك
 سابقه و هدف 
 هتا  ستلول  نيت ا از استتااده  ياساس يها چالش از ،ونديپ از پس يميمزانش ياديبن يها سلول يبقا ديشد کاهش
 يورز دستت  يميمزانش ياديبن يها وند، سلوليپ از پس ها سلول نيا يبقا شيافزا هدف ن مطالعه بايدر ا. است
ستسس ارترا    . گرفتنتد  قترار  Nrf2 ژن بتا  شده يورز دست يها سلول از سکرتوم حاصل با ماريت تحت نشده
 . قرار گرفت يابيمورد ارز يويب حاد کليآس يوانيها در مدل ح ن سلوليا يدرمان

 ها روش مواد و
مشتق از مغز  يميمزانش ياديبن يها به درون سلول  pcDNA3.1-Nrf2ب يد نوترکيپلاسمدر يك مطالعه تجربي 
 حاصل سکرتوم در يميمزانش ياديبن يها سلول. ديگرد يآور جمع ها سکرتوم سلول و استخوان ترانساکت شد

 يهتا  مجاور شده با سکرتوم، به متو   يها سلول. داده شدند کشت Nrf2 با ژن شده يورز دست يها سلول از
 يها ها با استااده از رو  ن سلوليا يق شد و ارر درمانيتزر يويب حاد کليدچار آس( ييتا 30گروه ) ييصحرا
 . قرار گرفت يابيمورد ارز يو پاتولوژ ييايميوشيب
 ها افتهي
 کشتت داده شتده در ستکرتوم داشتتند     يها ق سلوليکه تزر يدر گروه BUNروز پس از درمان، کاهش  34
(mg/dL 9/1 ± 44 )افت کرده بودنتد يدر طبيعي يها که سلول ينسبت به گروه(mg/dL 5/5 ± 300 )   تاتاو

ز کمتتر از گتروه   يت ن گروه نيا يمشاهده شده در مقاطع بافت( 12/0)کستتعداد (. >p 003/0)داشت يمعنادار
 .بود( 93/0)طبيعي يها کننده سلول افتيدر

 يريجه گينت
، اررا   Nrf2 شده با ژن يورز دست يها در سکرتوم حاصل از سلول يميمزانش ياديبن يها کشت سلول

  .دهد يش ميافزا يويب حاد کليها را در بهبود آس ن سلوليا يميترم
 وميشن مديکاند ،يويب حاد کلي، آسيميمزانش ياديبن هاي سلول :يديات كلكلم

 

 

 

 
 44/ 02/4: افتيخ دريارت

 44/7/49: رش يخ پذيتار
 
 وري پزشكي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايرانآ فن  ستيكارشناس ارشد ز -4
0- PhD رانيطب انتقال خون ـ تهران ـ ا يو پژوهش يآموزش يقات انتقال خون ـ مؤسسه عاليمركز تحقاستاديار و بانك خون ـ  يشگاهيآزما يهماتولوژ 
 آوري پزشكي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران كارشناسي ارشد زيست فن -3
4- PhD آوري پزشكي ـ دانشيار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران زيست فن 
: يران ـ صندوق پستيطب انتقال خون ـ تهران ـ ا يو پژوهش يآموزش يقات انتقال خون ـ مؤسسه عاليار مركز تحقيـ استاد ييدارو يميش PhD: ولئمؤلف مس -9

4497-44449  
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  مقدمه 
 Mesenchymal Stem)يميمزانشــ ياديــبن يهــا ســلول    

Cells )تـوان هسـتند    و چنـد زا  يکلون يها از سلول يگروه
از جمله اسـتخوان    يسلول مختلف يها توانند به رده يکه م
ز يتمـا  يو اسکلت يعضله قلب يها و سلولغضروف   يچرب
 يهـا در اناـار روش سـلول درمـان     ن سـلول يا(. 4-3)ابندي

 (. 4-4)ها کاربرد دارند يمارياز ب ياريجهت درمان بس
 ـبن يها از مشکلات عمده در استفاده از سلول يکي      يادي

. باشـد  يونـد م ـ يها به دنبـال پ  سلول يکاهش بقا  يميمزانش
 يش بقايجهت افزا يافتن راهکاريرسد  ين به نظر ميبنابرا
ت باشد يوند حائز اهميپس از پ يميمزانش ياديبن يها سلول

(8  7.) 
 ـبن يهـا  سـلول  يک ـيژنت يورز دست     بـا   يميمزانش ـ يادي

مـؤثر در جهـت    يکارها از راه يکننده سلول عوامل محافظت
 ـاز ا .سـت ا هـا  آن يش بقايافزا کننـده   عوامـل محافظـت   ني

-Nuclear factor-erythroid2 (NF-E2)] تــوان يمــ يســلول

Related Factor2 [ را نار برد .Nrf2 در حفاظت  ينقش مهم
از  يناش ـ يسـلول  يهـا  بيو  آس ـيداتياکس يها ه استرسيعل

م زخـم  يل سـرطان و تـرم  ي  حفاظت از تشـک ييايميمواد ش
و يداتيو ضـد اکس ـ  پوپتوزضد آ يژگيت ويتقو(. 4  42)دارد
 ـبن يهـا  سلول  بـا آدنـو   يبـه دنبـال آلـودگ    يميمزانش ـ يادي

از  يک ـيتواند بـه عنـوان    يم Nrf2 ژن يمحتو يها روسيو
در برابـر مـر     يونـد يپ يهـا  محافظـت سـلول   يها روش
 (. 44)به کار رود يسلول
هـا بـا هـدف اسـتفاده در      سـلول  يکيژنت يورز اما دست    

 يد سازمان بهداشت جهـان يمورد تائ ينيدرمان در مرحله بال
 يچـون سـازمان غـذا و دارو    هـم  يمعتبـر  يهـا  و سازمان

 . ستيکا نيآمر
  يميمزانش ـ يها دهد که سلول ير نشان مياخ هاي همطالع    
هـا را   نيهـا و کموکـا   نيتوکايرشد  س ياز فاکتورها ياريبس

ترشـح   يسـت ين مـواد فعـال ز  يکنند که ا يط ترشح ميبه مح
تواننـد باعـ     يهـا م ـ  ن سـلول ي ـا يش بقايشده ضمن افزا

 (. 40-49)ها شوند آن يم بافتيش اثرات ترميافزا
 Acute) يوي ـب حـاد کل يماننـد آس ـ  يويکل يها يماريب    

kidney injury: AKI)  از مشــکلات  يکــي  بــه عنــوان
کـه   يحـال  در. باشـند  يدکننده سلامت جامعه مطرح ميتهد

تنهـا باعـ    ( هي ـوند کليز و پياليد)موجود يدرمان يها روش
 يبـا   يهـا  نـه يمار شده و علاوه بر هزيش طول عمر بيافزا

 يهــا مســتلزر مراقبــت مســتمر پزشــک ت آنيــدرمــان  موفق
ن مطالعه به منظور مرتفع نمودن ين در ايبنابرا (.44)باشد يم

 ـبن يهـا  مشکل ممانعت استفاده از سلول  يورز دسـت  يادي
هـا   ن سـلول يا يش بقايو با هدف افزا ينيشده در سطح بال

 ـبن يهـا  وند  سـلول يپس از پ  يورز دسـت  يميمزانش ـ يادي
ــا ســکرتور حاصــل از ســلول ينشــده تحــت ت  يهــا مــار ب

ن يپس از کشت ا. قرار گرفتند Nrf2شده با ژن  يورز دست
ش مقاومـت  يافـزا ها در مااورت سکرتور به منظـور   سلول
هـا بـه    ن سـلول ي  ايطيط نامناسب محيدر برابر شرا يسلول
ق شـدند و  يتزر يويب حاد کليمدل آس ييصحرا يها موش

 .ديگرد يابيمختلف ارز يها در روزها آن ياثرات درمان

 
 ها مواد و روش

 ـبن يهـا  از سلول ي ن مطالعه تاربيدر ا      يميمزانش ـ يادي
مرکز  يسلول  رهيمشتق از مغز استخوان انسان موجود در ذخ

طـب انتقـال    يپژوهش ـ و يآموزش ـي عال قات مؤسسهيتحق
ها به سه  ز آنيتما ييو توانا يسطح يمارکرها که قبلًا خون
  د شـده بـود  ييو تأ ي  استخوان و غضروف بررسيچرب  رده

ــد  ــتفاده ش ــم(. 44)اس ــد نوترکيپلاس ــاوي  Nrf2ژن  يب ح
pcDNA3.1-Nrf2)) يها که با روش PCR و  يمي  هضم آنز

 (Stock)رهي ـصـورت ذخ ه ب  د شده بودييتأ DNA يابي يتوال
قــات يدر مرکــز تحق  DH5αنــو  ياکولياشرشــ يدر بــاکتر

 (.44)مذکور موجود بود
 

 :سازي و استخراج پلاسميد نوترکيب آماده
از  pcDNA3.1-Nrf2ب ي ـد نوترکيپلاسـم  يحاو يباکتر    
ک لوپ يبه اندازه . خارج شدگراد  درجه سانتي -82زر يفر
 يع حاويما LBط کشت يمح تريل يليم 42در  ين باکترياز ا
ک شـب در  ي ـبه مـدت   سيلين يک آمپيوتيب يک درصد آنتي

 37 يدر دمـا  (ايمن اسـترال  يويشرکت ا)کرداريانکوباتور ش
دها بـا اسـتفاده از   يپلاسم. گراد کشت داده شد يدرجه سانت

و ( وش آلمـان شرکت رُ)دياستخراج پلاسم يت اختصاصيک
سـپس  . استخراج شـدند   تيک يفياساس روش کار توص بر

هــا بــا  ت آنيــفياســتخراج شــده و ک يدهايغلظــت پلاســم
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ــانودراپ  ــا شــرکت)اســتفاده از اســپکتروفتومتر ن ــک  يه ت
 . شد يابيارز( کايآمر
 

هـاي بنيـادي مزانشـيمي مشـتق از مغـز       سـازي سـلول   آماده
 :استخوان

مشـتق از مغـز اسـتخوان از     يميمزانش ياديبن يها سلول    
ا تانک ازت خارج شده  پـس  گراد ي انتيدرجه س -82 يدما
 DMEM-Low glucose يط کشت سـلول يبا مح ييزدا خياز 
ک ي ـوتيب يآنت ـ% 4و  (FBS)ين گـاو يسـرر جن ـ % 42 يحاو

هــر ســه مــاده از شــرکت ) نيليســ ين و آمپــيســياسترپتوما
بــه مخلـو  حاصـل    .ندمخلـو  شـد  ( کـا يتروژن آمرينـو يا

انکوبــاتور ل منتقــل و در يظــروف کشــت مناســب و اســتر
 022سپس تعداد . کشت داده شدند ياستاندارد کشت سلول

 يا خانـه  4  تي ـها در هر چاهـك پل  ن سلوليهزار عدد از ا
ت  ي ـها به کف پل دن سلوليکشت داده شدند و پس از چسب

ــا جهــت اناــار مراحــل ترانسفکشــن  از آن  DNAورود )ه
 .استفاده شد( به داخل سلول يديپلاسم

 
هـاي   هاي نوترکيب بـه داخـل سـلول   ترانسفکشن پلاسميد

 :بنيادي مزانشيمي
( وش آلمانشرکت رُ)يد وژن اچيف  ن مطالعه از مادهيدر ا    

 يهـا  بـه درون سـلول   pcDNA3.1-Nrf2جهت وارد کـردن  
. مشــتق از مغــز اســتخوان اســتفاده شــد يميمزانشــ ياديــبن

 pcDNA3.1-Nrf2   (4با  يد  وژن اچيمناسب از ف يها نسبت
مخلو  شـده و پـس از گذشـت    ( 9/4به  9و  0به  4  4به 
 ـبن يهـا  ط کشت سـلول يساعت به مح 9/2  يميمزانش ـ يادي

 4 يهــا تيــمختلــف پل يهــا کشــت داده شــده در چاهــک
ط يمح ـ  سـاعت  4-9پـس از گذشـت   . اضافه شـد  يا خانه

-DMEM يط کشت سـلول يها با استفاده از مح کشت سلول

Low glucose ين گـاو يسـرر جن ـ % 42 يحاو(FBS)  4و %
 .ض شدين تازه تعويليس ين و آمپيسيک استرپتومايوتيب يآنت
 

تــرانس کريپتــاز  PCRبــه روش  Nrf2هــاي  تأييــد بيــان ژن
 :و وسترن بلات( RT-PCR)معکوس

 يها در سلول Nrf2ان يت پس از ترانسفکشن بـساع 70    
 ده ينام MSC-Nrf2که ) pcDNA3.1-Nrf2ترانسفکت شده با 

 Reverse) پتـاز معکـوس  يترانس کر PCRبه روش ( شدند

transcriptase-PCR )شــد يو وســترن بــلات بررســ .RNA 
 يميمزانشــ ياديــبن يهــا و ســلول MSC-Nrf2 يهــا ســلول
به عنوان گروه کنترل با استفاده از  (MSC)نشده يورز دست
و طبــق  ( کــا يتروژن آمرينــو يشــرکت ا )زوليـ ـترا  مــاده

ها با اسـتفاده از   آن cDNA. ت استخراج شديدستورالعمل ک
و بـر اسـاس   ( کـا ير آمريوني ـشرکت ب) cDNAت ساخت يک

 ياختصاص يآغازگرها. ت ساخته شديک يفيروش کار توص
و بلاســت  يطراحــ NCBIت يبــا اســتفاده از ســا Nrf2ژن 

:  ن شـرح بـود  يشـده بـد   يطراح ـ يآغازگرها يتوال. شدند
 GTT GGC AGA TCC ACT GGT'5 :جلوبرنـده آغـازگر  

TTC TG3  
 و 

 GCG ACG GAA AGA GTA TGA ´5: آغازگر معکـوس 

GCT GG 3´.  
 يو زمـان  ييدما يها با استفاده از دوره PCR يها واکنش    

 يشـرکت تاکـارا  ) PCRااد شده توسط دسـتگاه  يمناسب ا
(. 44  49)اناــار شــد يقبلــ هـاي  هو هماننــد مطالعــ( ژاپـن 

الکتروفورز % 0ژل آگارز  يدست آمده بر روه محصو ت ب
ااد يا يباندها. شد يزيآم د رنگيور برومايديشده با رنگ ات

( شـركت تتـروي انگلـيس   )ناتوريشده با دستگاه ترانس لوم
 پروتئين انيد بيين جهت تأيچن هم. دير گرديمشاهده و تفس

Nrf2 ن از روش وسترن بلات استفاده شـد يدر سطح پروتئ .
 يزات سـلول يشن  لترانسفکساعت پس از  70ن منظور يبد

 ـبن يها سلول ترانسـفکت شـده بـا وکتـور      يميمزانش ـ يادي
 M کننـده زياز بـافر ل بـا اسـتفاده    pcDNA3.1-Nrf2بينوترک

 ـبن يهـا  زات سـلول يل .ه شديته (وش آلمانشرکت رُ)  يادي
ه ي ـته به عنوان گروه کنتـرل ز ينترانسفکت نشده  يميمزانش
هـا بـر اسـاس وزن     نيپـروتئ  کـردن به منظور جـدا   .ديگرد
(. SDS-page)استفاده شد %40د يمل آيآکر ي  ژل پليلکولوم

منتقل شـده و  PVDF  غشاءها به  به دنبال الکتروفورز  نمونه
 ـبا استفاده از    نيه پـروتئ ي ـعل يه خرگوش ـي ـاول يبـاد  يآنت

Nrf2 ـ ابکـم  شـرکت )يانسـان   ـثانو يبـاد  يآنت ـو  (سيانگل ه ي
م يبـه آنـز   شـده ه خرگـوش متصـل   ي ـکلونال بـز بـر عل   يپل

 ـب  (نگيگناليشرکت سل س)دازيپراکس  Nrf2 نـي ـروتئـان پـي
 . قرار گرفت يابيمورد ارز
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  :هاي بنيادي مزانشيمي آوري و تغليظ سکرتور سلول جمع
مشتق از مغز استخوان بـا   يميمزانش يادـيبن ياـه سلول    

ف شـده  يب ذکـر شـده و بـه روش توص ـ   ي ـد نوترکيپلاسم
هـا بـا    ط کشـت آن يساعت بعـد مح ـ  48. ترانسفکت شدند

ــ% 4 يط کشــت دارايمحــ ــوتيب يآنت ن و يســيک استرپتوماي
ط يساعت بعد مح ـ 04ض شد و ين فاقد سرر تعويليس يآمپ

 يهـا  و با اسـتفاده از لولـه   يآور ها جمع سلول ييکشت رو
و ( وس آلمـان يشـرکت سـارتور  )لودالتـون يک 3لتر يف يدارا

 42ه بـه مـدت   ق ـيدور در دق 42222بـا سـرعت    فوژيسانتر
 . ظ شديقه تغليدق
 

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغـز اسـتخوان    کشت سلول
  :هاي دست ورزي شده در مااورت سکرتور سلول

مشـتق از مغـز    يميمزانش ياديهزار سلول بن 022تعداد     
 يدارا DMEM-LGط يدر مح ـ يا خانه 4ت يپل استخوان در

42 % FBS ن  يليس ـ ين و آمپ ـيسيک استرپتومايوتيب يآنت% 4و
ط کشـت  يمح ـ  هـا  دن سلوليبعد از چسب. کشت داده شدند

 يط کشت تازه حـاو يها در مح ه شده و سلوليها تخل تيپل
 Nrf2ترانسفکت شـده بـا    يها سکرتور حاصل از سلول 7%
ط يمح ـ رت ـيکروليم 432تر سکرتور بـه اضـافه   يکروليم 72)

 کي ـها بـه مـدت    تيپل. کشت داده شدند (کشت ذکر شده
. شـدند  ينگهدار يشب در انکوباتور استاندارد کشت سلول

 ـنام S-Nrf2  ن گروهيا زمـان گـروه کنتـرل     هـم . ده شـدند ي
MSC) )بــدون  يميمزانشــ ياديــبن يهــا کــه شــامل ســلول
ز کشت داده يبودند ن يمار سکرتوميو ت يکيژنت يورز دست
 .شدند

 
 دو بـا  آسـيب  ارزيابي و کليوي حاد القاي آسيب سازي بهينه

 :پاتولوژي و بيوشيميايي روش
ب حـاد  يآس ـ يالقـا  ينـه بـرا  ين دوز بهيـي به منظـور تع      
نـر از گونـه رتـوس     ييصـحرا  يهـا    مـوش  (AKI)يويکل

گـرر بـه    482-092 هفتـه و وزن  8-40کوس با سن ينروژ
 يقرار داده شدند در حال يآب يط بيساعت در شرا 48مدت 

وان يار حياستاندارد در اخت دستورالعملطبق  ييکه مواد غذا
  8  9)سـرول  ير مختلـف از محلـول گل  يمقاد. قرار داده شد

به صورت ( وانيلوگرر وزن حيتر بر کيل يليم 49و  43  42
 يهـا  سـپس در بـازه  . ق شديوان تزريبه ح يا چهيدرون ماه

زان ي ـم  قي ـساعت پـس از تزر  70و  48  04 مختلف يزمان
و  ييايميوش ـيب يهـا  روش د شده بـا اسـتفاده از  ايااب يآس

ن مقـدار و  يقـرار گرفـت تـا بهتـر     يابي ـمورد ارز يپاتولوژ
 . ن شودييب تعيااد آسيا ين زمان برايمناسب تر

 

اثــر درمــاني بررســي و  هــاي صــحرايي مــوشبنــدي  گـروه 
 هاي بنيادي کشت داده شـده در سـکرتور حاصـل از    سلول
بر  Nrf2 ورزي شده با ژن هاي بنيادي مزانشيمي دست سلول

 :بهبود آسيب حاد کليوي
ــس از تزر     ــپ ــهيق درون ماهي ــا يگل يا چ ــرول و الق  يس
 4بـه   ييصـحرا  يهـا    موشيويب حاد کليز آسيآم تيموفق

ه مورد نظر ب يها م شدند و سلوليتقس ييتا 42 يگروه اصل
اهر  ين بـه س ـ يسرنگ انسـول  با استفاده ازک يتمسيسطور 
گروه تحت مطالعه  4ات يخصوص. ق شدنديتزر وانيح يدم
 : ن شرح بوديبد

 ( .Cont)صورت نگرفت  يقيچ تزريه: 4گروه 
 (PBS)بافر فسفات  تريکروليم 322قيتزر: 0گروه 
 يحـاو  يون سلوليتر سوسپانسيکروليم 322ق يتزر: 3گروه 

ــداد    ــفات و تع ــافر فس ــليم 0ب ــلولي ــا ون س ــبن يه  يادي
  ((MSCيميمزانش
 يحـاو  يون سلوليسوسپانستر يکروليم 322ق يتزر: 4گروه 

 يميمزانش ـ ياديبن يها ون سلوليليم 0بافر فسفات و تعداد 
 (. (S-Nrf2کشت داده شده در مااورت سکرتور 

 
هاي بنيادي مزانشيمي کشـت داده شـده    بررسي تاثير سلول

 ورزي شـده بـا ژن   دسـت  هاي در سکرتور حاصل از سلول
Nrf2  دچـار   صـحرايي هـاي   موشبر ميزان اوره و کراتينين

  :آسيب حاد کليوي

 و 42  3 ياناـار شـده  در روزهـا    يبند اساس گروه بر    
ن نمونه سـرر مـورد   ينيزان اوره و کراتيمق  يپس از تزر 44
ه شده يخون ته يها ب نمونهين ترتيبد .قرار گرفت يابيارز

فوژ شدند و پس يقه سانتريدق 9به مدت  rpm 4422 در دور
زان ي ـم .خون جدا شـد  يات سلوليمحتواز آن سرر خون از 
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 يميوش ـيشـگاه ب يه شـده در آزما ي ـن سـرر ته ينياوره و کرات
  .شد يريگ اندازهران ياسازمان انتقال خون 

 
  هاي بنيادي مزانشيمي کشـت داده شـده   بررسي تاثير سلول

 ورزي شده بـا   اي دستـه ولـل از سلـاصـور حـدر سکرت
 :بافت کليه شناسي ريختهاي  در بهبود شاخص  Nrf2ژن
و به دنبال معـدور کـردن    يروز پس از سلول درمان 44    

مقـاطع  اسـتاندارد    دسـتورالعمل طبـق   ييصحرا يها موش
بـه طـور خلاصـه    . شد يزيآم و رنگد يه گرديتهه يبافت کل
از بـا اسـتفاده     کرونيم 9به ضخامت  يکروسکوپيمقاطع م

ســپس . شــده يــه تهيــاز بافــت کل (Rotary)کروتــور دواريم
 به يزيآم رنگشده و  کسيف %02ها با استفاده از الکل  نمونه

 . صورت گرفت نيائوز -نيليروش هماتوکس
 

  :هاي آماري و تازيه و تحليل اطلاعات بررسي
 44 يافـزار آمـار   ها و اطلاعـات بـا اسـتفاده از نـرر     داده    

SPSS version ک طرفـه  ي ـانس ي ـز واريآنـال  يو روش آمار
(One way ANOVA) ل قـرار گرفتنـد  ي ـه و تحليمورد تاز .

کمتـر از   pو اختلاف معنـادار بـا ارزش    يساز يعيدامنه طب
 .گزارش شد 29/2

 
 ها افتهي

 :کنند را بيان مي Nrf2 هاي ترانسفکت شده ژن  سلول
-pcDNA3.1ها بـا   ساعت پس از ترانسفکشن سلول 70    

Nrf2   ان ژنيب  Nrf2 به روشPCR  پتاز معکوس يترانس کر
سه بـا  يترانسفکت شده در مقا يها بلات در سلول و وسترن

ترانسـفکت شـده    يهـا  سلول. شد يکنترل بررس يها سلول
 Nrf2ژن   ده شدندينام MSC-Nrf2که   pcDNA3.1-Nrf2 با 
ــرا ب ــدي ــه در ســلول يدر حــال. (4شــكل )ان کردن ــا ک  يه

جهـت کنتـرل   . ن ژن مشاهده نشديان اينشده ب يورز دست
قـرار   يز مـورد بررس ـ ي ـن نيان ژن بتـااکت يب  شيمراحل آزما

زان ي ـن ژن را بـه م ي ـا يمـورد بررس ـ   گرفت و هر دو گروه
حضـور  ج وسترن بلات و ينتا(. 4شکل )ان کردنديمناسب ب

ن ي ـنشان داد کـه ا  MSC-Nrf2 يها در سلولمورد نظر باند 
 يهـا  سـلول . کننـد  يان م ـي ـز بي ـرا ن Nrf2 نيها پروتئ سلول
ان ي ـن را بين پـروتئ يا  که ترانسفکت نشده بودند يميمزانش

 (. 0شکل) نکردند
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 مارکر : M.  %1ژل اگارز  يبر رو PCRالکتروفورز محصول : شکل بالا. ترانساکت شده MSCs يها سلولدر  Nrf2ان ژن يب يبررس: 3شکل 
bp300 ، MSCs-pcDNA3.1- Nrf2 : MSC ژن يترانساکت شده حاو Nrf2  ،Con-MSCs  :MSC الکتروفورز : نييشکل پا. ترانساکت نشده

 .يسلول يها مربوط به همان گروهژن بتا اكتين  RT-PCRمحصول 

جفت  022بتااكتين 
 باز

Nrf2 489 جفت باز 322 جفت باز 
 جفت باز 022

 جفت باز 322
 جفت باز 022
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 -MSCs-pcDNA3.1ترانساکت نشده،  Con-MSCs :MSC :شکل بالا: ترانساکت شده MSCsي ها در سلول Nrf2بيان پروتئين  يبررس: 1شکل 

Nrf2 : MSC ژن يترانساکت شده حاو Nrf2  .يسلول يها مربوط به همان گروهبتا اكتين ن يان پروتئيب: نييشکل پا. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

گليسرول  mL/kg 4ق يپس از تزرزان اوره يم. سروليمختلف گل ريمقادق يتزر ساعت پس از 21و  44، 14 سرم زان اورهيم يبررس: 3 نمودار
 مقداربه عنوان  mL/kg 4 مقدار .شد يوانا  مير حيش مرگ و ميباعث افزاگليسرول  mL/kg 39تا  30ريق مقاديتزر(. 144  ± 34) ش داشتيافزا
 (.***:  >p 003/0)ن شدييتع يويب کليآس يجهت القانه يبه
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

ش يافزا mg/kg 4ق يپس از تزر نينيکراتزان يم. سروليمختلف گل ريمقادق يتزر ساعت پس از 21و  44، 14 ن سرمينيکراتزان يم يبررس: 1نمودار
نه يبه مقداربه عنوان  mL/kg 4 مقدار .شد يوانا  مير حيش مرگ و ميباعث افزا گليسرول mg/kg 39تا  30 ريق  مقاديتزر(. 1/4 ± 2/0)داشت

 (.***:  >p 003/0)ن شدييتع يويب کليآس يجهت القا

h 04 
h 48 
h 70 

 49            43             42             8                9           Cont.  
mL/kg گليسرول 

m
g

/d
L

 
نين
راتي
ك

 

4 
9 
4 
3 
0 
4 
2 

h 04 
h 48 
h 70 

وره
m ا

g
/d

L
  

792 
422 
492 
322 
492 
2 

    49            43          42           8             9          Cont.  
mL/kg گليسرول 
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  :هاي صحرايي موش تاييد آسيب حاد کليوي در
ب يآس ـ يالقا يسرول براينه گليبه مقدارن ييبه منظور تع    

از  يمختلف ـر يمقـاد   ييصـحرا  يهـا  مـوش در  يوي ـحاد کل
 يزمـان  يهـا  ق شـد و در بـازه  ي ـتزر اتوان ـيسرول به حيگل

 يهـا  روشب القـا شـده بـا اسـتفاده از     يزان آس ـيمختلف م
ج ينتـا . قـرار گرفـت   يابي ـمورد ارز يو پاتولوژ ييايميوشيب
 mL/kg 8 مقـدار نشـان داد کـه    يشناس بيو آس ييايميوشيب
 04  سرولياز محلول گل (وانيلوگرر وزن حيتر به کيل يليم(

در  يوي ـب حـاد کل يااد آسيمنار به اق يپس از تزرساعت 
ج يب نتـا يبه ترت 0و  4نمودار  .گردد يم ييصحرا يها موش

سرر خون را به عنوان دو  نينيزان اوره و کراتيم ييايميوشيب
زان اوره ي ـم .دهد ينشان م يويب حاد کليآس يشاخص اصل

ب ين مـدل از آس ـ ي ـدر ا يا حظهلابه طور قابل م نينيو کرات
 ـ   ابد کـه نشـان  ي يش ميافزا يويحاد کل ش يدهنـده نکـروز پ

ون يلتراس ـيت في ـزان قابلي ـم يو کـاهش ناگهـان   يرونده بافت
 .شدبا يه ميگلومرول بافت کل

ب حـاد  يز آس ـي ـن سـرول ي تر گلبـا  ريق مقـاد يتزرج ينتا    
ر يمقـاد  وانـات در يزان مـر  ح يداد اما م يرا نشان م يويکل
ج ين نتـا يچن ـ هـم . اد بـود ي ـار زيبس ـبـه بـا     42سرول يگل

فقدان   هيفقدان حاشهمانند  يتوبول يها بيآس يشناس بافت
ه لـومن و  ي ـدر ناح يسـلول  ياي ـال  بقاي ـتل ياپ ـ يهـا  سلول
ب را در يآس ـ يدهد کـه القـا   يرا نشان م ينياليه يها کست

 mL/kg8 ن مقـدار  يبنابرا(. 3شکل )کند يد مييتا يسطح بافت
بـه عنـوان   سـاعت   04از گذشـت   سرول بعدياز محلول گل

ن يـي تع يوي ـب حـاد کل يآس ـ يالقا ينه برايمقدار و زمان به
 . شد
 

 Nrf2ورزي شده بـا ژن   هاي دست سکرتور حاصل از سلول
هاي بنيادي مزانشـيمي بـر    باع  بهبود اثرات درماني سلول

  :شود روي آسيب حاد کليوي مي

مختلـف   يهـا  گـروه   شـده  اناـار  يبنـد  گروه اساس بر    
ق ي ـتزر ييصـحرا  يها به موش يميمزانش ياديبن يها سلول
 و 7  3 يروزها در سرر نمونه نينيکرات و اوره زانيم. شدند
 . شد يابيارزمختلف  يها پس از درمان در گروه 44

  در يمعنادار تفاوت 3 روز دردست آمده  ه ج بيطبق نتا    
  بـيآس دچار ييصحرا يها موش نيب نينيکرات و اوره زانيم

 گروه و MSC  گروه  S-Nrf2 دهـکنن تـافيدر يوـيکل ادـح
 .نشد مشاهده کنترل
 گـروه در ( mg/dL 4 ± 403)سـرر  اوره زانيم 7 روز در    

S-Nrf2  نسبت به گروهMSC (mg/dL 44±  024 )طـور  به 
 نيچن ـ هـم (. 3نمودار ()>p 24/2)کرد دايپ کاهش يدارمعنا

در ( mg/dL9/3 ± 48 )اوره سـرر   روز 44پس از گذشـت  
 MSCسـه بـا گـروه    يدر مقا يشـتر يکـاهش ب  S-Nrf2 گروه

(mg/dL 4/4 ± 422 )نشان داد(224/2 p<  :*** .)ياز طرف 
پس از  44و  7 يز در روزهاين سرر نينياز نظر کاهش کرات

 گـروه نسـبت بـه    S-Nrf2ن گـروه  يتفاوت معنادار ب  درمان
MSC 7ب در روز ي ـر بـه ترت يکـاهش مقـاد  . مشاهده شد   

mg/dL 39/2 ± 29/4   نسبت بـهmg/dL 43/2 ± 47/4  و در
ــه  mg/dL 49/2 ± 44/2   44روز   ± mg/dL 04/2نســبت ب
. (>p 224/2و  >p 229/2بـه ترتيـب   )(4نمـودار  )بود 47/2
 يهـا  ر سکرتور حاصل از سـلول يدهنده تاث ن شواهد نشانيا

 يبهبود اثـرات درمـان   يبر رو Nrf2شده با ژن  يورز دست
  .بود ياديبن يها سلول
ه بــا ي ـم بافـت کل ي  تـرم يروز پـس از سـلول درمـان    44    
 يدر گروه ـ .قرار گرفـت  يابيمورد ارز يمقاطع بافت يبررس

  از دسـت  يوي ـب کليافت نکـرده بودنـد آس ـ  يکه سلول در
ال بـه  ي ـتل ياپ ـ يها و پهن شدن سلول يتوبولانساار رفتن 

و کمتـر   يب بـافت يآس ـ MSCدر گـروه  . ده شـد ي ـوضوح د
گــروه کــه در  يحــال در. ديــگردمشــاهده  يســلول يايــبقا
هـا مشـابه حالـت     توبـول انسـاار     S-Nrf2کننـده   افتيدر
ــيطب ــوده يع ــدان ب ــار چن ــافتياز آســ يو آث  مشــاهده يب ب

 (.C   B   A4شكل )نشد
پس از  44در روز  يشناس مقاطع بافت يبررسن يچن هم    

  يزان نکـروز توبـول  ي ـتعداد کست و م يساز يو کم درمان
مشـاهده شـده در    يها تعداد کست نيبرا  يتفاوت معنادار
ب حـاد  يدچـار آس ـ  ييصـحرا  يهـا  ه موشيمقاطع بافت کل

 گروهو ( 04/2: تعداد کست) S-Nrf2با  تحت درمان يويکل
MSC  (94/2: تعداد کست )سه بـا گـروه   يدر مقاAKI   کـه

( 4/3: تعـداد کسـت  )افت نکرده بودنـد يدر يچ نو  سلوليه
در  يتوبولزان نکروز يم يکم يبررس(. >p 224/2)نشان داد

 S-Nrf2ه در گروه يشتر بافت کلين بهبود بيز مبيروز ن همان
 MSCسـه بـا گـروه    يدر مقا( 47/2: يزان نکـروز توبـول  يم)
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در (. 4شـکل  )(>p 224/2)بود( 43/4: يزان نکروز توبوليم)
د ي ـؤم يو پـاتولوژ  ييايميوش ـيب هاي شيج آزمايمامو  نتا

شده بـا ژن   يورز دست يها ر سکرتور حاصل از سلوليتاث

Nrf2 ـبن يهـا  سلول يبر بهبود اثرات درمان   يميمزانش ـ يادي
 (.D4شکل )بود
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

:  . )+(سروليگل mL/kg 4 يا چهيق درون ماهيساعت پس از تزر 14 ييصحرا يها مو در  هيکل مقاطع بافت يپاتولوژ يابيارزج ينتا: 1شکل 
cast  ،(-)  :يسلول يايبقا(Cell debries ) ب يآس ياصل علائماز  يدر مقاطع بافت يشناس ختين مشخصا  ريوجود ا. دادن هستهاز دست  :(*)و
 .باشند يم يويحاد کل

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

S-Nrf2 (5 ± 311 )روز پس از درمان کاهش مقدار اوره در گروه   2. پس از درمان 34و  2، 1 يزان اوره سرم در روزهايم يابيارز:  1نمودار 
  mg/dL 9/1) يشتريکاهش ب S-Nrf2گروه  در يسرم اوره ،روز 34پس از گذشت . (** >p 03/0)معنادار بودMSC (34 ± 105 )نسبت به گروه 

  (.***:  >p 003/0)نشان دادMSC (( mg/dL5/5 ± 300 )سه با گروه يدر مقا (44 ±

 روز

 روز 3روز                       7روز                     44       
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 S-Nrf2 (19/0 ± 09/3)ن در گروه ينيکاهش مقدار کرات 2در روز . پس از درمان 34و  2، 1 ين سرم در روزهاينيزان کراتيم يابيارز: 4نمودار 
 39/0)ي شتريکاهش ب S-Nrf2در گروه  ين سرمينيروزکرات 34پس از گذشت (. **: >p 03/0)معنادار بودMSC (41/0 ± 52/3 )گروه  نسبت به

 (.***:  >p 003/0)نشان دادMSC (12/0 ± 52/0 )سه با گروه يدر مقا( 45/0 ±
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A): پس از درمان سلوليروز  34دچار آسيب حاد کليوي ناشي از تزريق گليسرول  هاي صحرايي مو کليه در بررسي پاتولوژي بافت : 4شکل 
بقاياي سلولي مشاهده و اند  تر شده تليال پهن هاي اپي سلول اند، کليوي انسجام خود را از دست داده هاي توبول(: بدون دريافت سلول) AKIگروه 
:  S-Nrf2گروه  C) .رسد گردد و آسيب بافتي کمتري به نظر مي بقاياي سلولي مشاهده مي ،باشند تر مي ها منسجم توبول:  MSCگروه  B). گردند مي

در زمينه ميکروسکوپي ي توبول نکروز و کست شمار  نمودار .گردد و آرار چنداني از آسيب بافتي مشاهده نميباشند  ها طبيعي مي توبولانسجام 
که هيچ نوع  AKIدر مقايسه با گروه ( 93/0ميانگين ) MSC گروهو ( 12/0ميانگين ) S-Nrf2 در گروه ها تعداد کست. × 400يي نما بزرگبا 

در مقايسه با ( 52/0: ميانگين) S-Nrf2توبولي در گروه ميزان نکروز (. >p 003/0)تااو  معنادار داشت( 2/1ميانگين)سلولي دريافت نکرده بودند
 (.>p 003/0)کاهش بيشتري داشت( 51/3: ميانگين) MSCگروه 

D. 

 روز

 روز 3روز                         7روز                       44       
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 بحث
 ـبن يها سلولامروزه       ن سـلول يتـر  مهـم  يميمزانش ـ يادي

بـا وجـود   (. 4-3)باشـد  يم ـ يمورد استفاده در سلول درمان
 يدر روزهـا  MSCsن ييپـا  يسلول يزان بقايد متعدد  ميفوا
هـا   در کاربرد آن يوند  بعنوان چالش اساسيپس از پ ييابتدا
 (. 7)باشد يمطرح م يسلول درمان در
که  ييها به ابزارها ن سلوليارسد ماهز کردن  يبه نظر م    

ــزا ــ  اف  ــيباع ــلولي م ــت س ــوند يش مقاوم ــار  ش  يراهک
از عوامـل   يک ـي. ها باشـد  آن ييش کارآيدبخش در افزاينو

کـه   باشـد  يم Nrf2 يسي  فاکتور رونويکننده سلول محافظت
 يهــا  از ژن ياريبســ ييان القــا يــرا در ب ينقــش مهمـ ـ

ر يو و سـا يداتيدر برابر اسـترس اکس ـ  يکننده سلول محافظت
  .(4  47)کند يفا ميا يطيکات محيتحر
  ياديـبن ياــه ه سلولـان داد کـه نشـن مطالعيـج ايـنتا    

 يهـا  سـلول و  يمااور شده با سـکرتور ترشـح   يميمزانش
اثـرات     Nrf2شـده بـا ژن    يورز دسـت  يميمزانش ـ ياديبن

ده داشته و منار بـه  يب ديه آسيدر بافت کل يشتريب يدرمان
 44و  7 ين و اوره سـرر در روزهـا  ينيمعنادار کـرات کاهش 

 يج پـاتولوژ ينتـا  ياز طرف ـ. شـوند  يم يپس از سلول درمان
کننده  افتيدر يويب کليدچار آس گروهمشخص کرد که در 

انسـاار خـود را از دسـت     يوي ـکل يها توبول ت بافر فسفا
 ـ ا کـاملاً ي ـه تـر شـد   ال پهـن ي ـتل ياپ يها سلول  داده ن ياز ب
تـر   ها منسـام  توبول   MSC کننده افتيدر گروهدر . اند رفته
گـروه   امـا در . مشـاهده شـد   يکمتـر  يب بـافت يو آس ـبوده 
 يعــيهــا مشــابه حالــت طب   توبــول S-Nrf2کننــده  افــتيدر

 .گردد يمشاهده نم يچندان يب بافتيو آس بودهافته يانساار 
 نکـروز  و کسـت  شـمارش  و يج پـاتولوژ ينتـا  يسـاز  يکم

ــول ــب يتوب ــرمي ــيم بيانگر ت ـــشت ــت کلـر باف ــروه ي ه در گ
ماـاور شـده بـا     يميمزانش ـ ياديبن يها کننده سلول افتيدر

 . سکرتور بود
 ـبن يهـا  سلول يميشتر اثرات ترميرسد ب يبه نظر م      يادي

 ين و وجـود فاکتورهـا  ياز اثـرات پـاراکر   يناش ـ يميمزانش
 ـا. ها باشـد  مترشحه آن يستيفعال ز يها ا مولکوليرشد  ن ي
ده مهاجرت کـرده  يب ديق به بافت آسيها پس از تزر سلول

در (. 48  44)شـوند  يم يم بافتيش سرعت ترميو باع  افزا
ن ي ـا يش بقـا يجهـت افـزا   يسميمکان يريکارگه صورت ب

تـوان   يسکرتور مربوطه  م يآور و جمع ييجادو يها سلول
ها استفاده نمـوده و  باعـ     آن ين و ترشحياز اثرات پاراکر

 (.02)ها شد آن يميو ترم ياثرات درمان شيافزا
 يها سلول يش بقايجهت افزا هايي هن منظور مطالعيبه ا    
 يهـا  يمـار يهـا در درمـان ب   ا کـاربرد آن ي يميمزانش ياديبن
و همکـاران مقاومـت و    يسـلطان . اناار شده اسـت  يويکل
ماـاور شـده بـا     يميمزانش ـ ياديبن يها سلول يسلول يبقا

شـده بـا    يورز دسـت  يميمزانش ياديبن يها سکرتور سلول
و  يداتيط اسـترس اکس ـ يرا در شـرا  HIF-1αو  Nrf2 يها ژن

اـه  ين نتيکردنـد و چن ـ  يژن بررسيو کمبود اکس ييفقر غذا
شده بـا   يورز دست يها سلول يگرفتند که سکرتور ترشح

Nrf2   در  يميمزانش ـ ياديبن يها سلول يش بقايباع  افزا
 (.49)گردد يط سرشار از استرس ميشرا
 محمـدزاده و همکـارانش  توسط  اناار شده هطبق مطالع    

 Nrf2ان ي ـش بيافـزا   قات سازمان انتقال خونيدر مرکز تحق
 يهـا  يژگ ـيت وي ـتقوباع   يميمزانش ياديبن يها در سلول

 يســلول يهــا شــده و بقــا آنو يداتيو ضداکســ آپوپتوزضــد
MSCs هـا مواجـه    که به ناچار با آن ييها را در برابر استرس

هــا را کــاهش  زان آپوپتـوز ســلول يــش و ميشــوند افــزا يم ـ
 يا مطالعه يمحمدزاده و همکاران ط ياز طرف(. 44)دهد يم
 ـبن يهـا  در سـلول  Nrf2ان ي ـش بيگر  پـس از افـزا  يد  يادي

هـا در   روس  از آنيسـتم آدنـوو  يبا اسـتفاده از س  يميمزانش
 ـاز تزر يناش ـ يوي ـب حـاد کل يدرمان آس ن يپلات ـ سيق س ـي

 روز 44 يهـا را ط ـ  سلول ياثرات درمان يو. استفاده کردند
 يهــا اــه گرفــت کـه ســلول يطـور نت  نيــکــرد و ا يبررس ـ
نسـبت بـه    يشـتر يب يم ـيتـوان ترم  يشده دارا يورز دست
م يبـوده و باعـ  تـرم    يمعمول يميمزانش ياديبن يها سلول
 (. 04)شوند يب ميه پس از آسيتر بافت کل عيسر
ــزا   0240مســعود و همکــاران در ســال      ش يجهــت اف

ها را با  آن  يميمزانش ياديبن يها سلول ير و بقايقدرت تکث
. کردنـد  يش شرطين پين آميسل يل پنيترو استيبلو و ن لنيمت

دچـار   ييصـحرا  يهـا  ها به مـوش  ن سلوليق ايپس از تزر
ق يطور گزارش کردند که تزر ني  ايويک کليسکميب ايآس
عملکـرد     بهبـود يوي ـبـروز کل يها باع  کاهش ف ن سلوليا

تـر   عيار سـر ي ـو الت يـي رگزا يان فاکتورهايش بيبافت و افزا
 (.00)شود يم
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 يريگ جهينت
 ش بقـا يافزا يرا برا يديکار جد ما  راه هاي هج مطالعينتا    

ــود عملکــرد  ــتا MSCsو بهب ــزا يدر راس ــارآياف و  ييش ک
ــفيک ــاني ــا يت ســلول درم ــه درمــان يهــا در زم ن ســلولي ن
 يک ـيژنت يورز از بـه دسـت  ي ـ  بـدون ن يوي ـکل يها يماريب

به منظور امکان  ينيدهد و گار نو ينده ارائه ميها در آ سلول
 . آورد يرا فراهم م ينيدر مرحله بال يدرمان استفاده از سلول

 يتشكر و قدردان
مصوب شـده در مرکـز    ين مقاله منتج از طرح پژوهشيا    
 يو پژوهش ـ يآموزش ـ يسسه عـال ؤم قات انتقال خون يتحق

ن کـار  ي ـه حقوق مربو  بـه ا يکل. باشد يطب انتقال خون م
  .  گردد يسسه باز مؤن ميبه ا يپژوهش
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Abstract 
Background and Objectives 

The decrease in mesenchymal stem cells (MSCs) survival rate after transplantation is a major 

challenge in MSC-cell-therapy. Hence, it is promising to employ some proper strategies for 

addressing this problem. This study was conducted to assay the therapeutic effects of MSCs 

treated with Nrf2-manipulated-MSC conditioned medium in acute kidney injury (AKI)-induced 

animal models.   

 

Materials and Methods 

In an experimental study, recombinant plasmid pcDNA3.1-Nrf2 was transfected into bone 

marrow-derived MSCs and the resulted conditioned medium was harvested. The MSCs was 

cultivated with Nrf2-manipulated-derived conditioned medium. The conditioned medium-

treated-MSCs were transplanted to AKI-induced rats (each group containing 10 rats) and the 

therapeutic potentialities of these MSCs were evaluated using biochemical and pathological 

methods. 

 

Results 

Fourteen days after MSCs transplantation, there was a significant difference in BUN 

decreasing in rat groups injected with conditioned medium-treated-MSCs (48 ± 3.5 mg/dL) in 

comparison with those injected with normal MSCs (100 ± 9.9 mg/dL) (p < 0.001). The number 

of observed casts (0.26) in kidney tissue sections of these rat groups were also less than (0.51) 

the groups transplanted with normal MSCS.  

 

Conclusions 

Cultivation of MSCs in the presence of Nrf2-manipulated-derived conditioned medium 

increase the therapeutic effects of these cells in AKI-induced models. 
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