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زمینهدرهااگزوزومنقشبینایندر.انددادهانجامعصبیيهاآسیببرايدرمانینوینيهاروشیافتنجهتايهگسترديهاتلاشمحققینامروزه.چکیده
اثربررسیپژوهش،اینازهدفکنند.عملمناسبتمایزيعاملعنوانبهتوانندمیهااگزوزومشود.میقلمدادنوینیمکانیسمعنوانبهسلول–سلولارتباطات

بههااگزوزوممطالعهایندر.استآلژیناتهیدروژلدرچربیبافتازمشتقمزانشیمیبنیادييهاسلولبرنخاعیمغزيمایعازمشتقيهااگزوزومتمایزي
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اتدیوماورنجاکردینوMTTيهاروشتوسطهاسلولبقايگرفت.قراراگزوزوممختلفيهاغلظتباتیمارتحتآلژیناتهیدروژلدرگرفتهقرارچربیبنیادي
Realوایمنوسیتوشیمیتکنیکتوسطنیزهاسلولتمایزفرایندبررسیگرفت.قرارارزیابیموردبروماید Time – PCRهااگزوزومهویتبررسیشد.انجام

بیانهمچنیناست.روز14طیدرهاسلولتکثیروبقاقابلیتدهندهنشانهاسلولبقانتایجکرد.تاییدرانانومتر70تقریبیاندازهباهااگزوزوموجود
نتایجگرفت.قرارتاییدموردایمنوسیتوشیمیروشازاستفادهبا)بینابینیفیلامنتپروتئین(Nestinو)هامیکروتوبولباهمراهپروتئینی(MAP2يهاپروتئین
Realازحاصل Time – PCRژنبیانسطحدادنشانMAP2ژنبیانوافزایشچهاردموهفتمروزطیدرNestinکاهشکنترلگروهبامقایسهدر
مزانشیمیبنیادييهاسلولعصبیتمایزسببتوانندمینخاعیمغزيمایعازشدهاستخراجيهااگزوزومدادنشانمطالعهایندهد.مینشانراداريمعنی
شود.آلژیناتهیدروژلیيهاداربستدرچربی
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The effect of cerebrospinal fluid-derived exosomes on neural differentiation
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Abstract. Nowadays, researchers have made extensive efforts to find new treatments for nerve damage. Meanwhile, the
role of exosomes in cell-cell communication is considered to be a new mechanism. Exosomes can act as suitable
differentiating agents. The aim of this study was to investigate the differentiating effect of cerebrospinal fluid-derived
exosomes on adipose mesenchymal stem cells in alginate hydrogel. Exosomes were extracted from the cerebrospinal
fluid by ultracentrifugation and were then identified by atomic force microscopy (AFM), SEM and DLS technique. In
addition, Adipose Mesenchymal Stem cells in alginate hydrogel were treated with different concentrations of exosomes.
Cell survival was assessed by MTT and Acridine Orange/Ethidium Bromide methods. Cell differentiation was processed
by immunocytochemistry and Real-Time PCR. Examinations confirmed the presence of exosomes with an approximate size
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of 70 nm. Cell survival results indicate that he ability of cells to survive and proliferate during 14 days. Also, the
expression of MAP2 proteins (microtubule-associated protein 2) and Nestin (intermediate filament protein) was
confirmed by immunocytochemistry. The results of Real Time - PCR showed that during the seventh and fourteenth
days the expression level of MAP2 gene increased and the expression of Nestin gene showed a significant decrease
compared to the control group. This study showed that exosomes extracted from cerebrospinal fluid can cause neuronal
differentiation of Adipose mesenchymal stem cells in alginate hydrogel scaffolds.
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تواناییوخودنوزاییتواناییاساسیویژگیدودارايکهشودمی

رابنیادييهاسلولتوانمیباشد.دیگريهاسلولانواعبهتمایز
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ساختدرموادعلمومهندسیسلولی،هايروشارگیريکبه
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درشدهانجامموفقيهاروشازتلفیقیباکهاستاینپژوهش
بهرابنیادييهاسلولتمایزحدوديتابتوانیمزمینهاین

درکهدیگريهدفهمچنیندهیم.انجامعصبیشبهيهاسلول
مورديهاروشکهاستاینگرفتهقرارتوجهموردپژوهشاین

هزینهودسترسیلحاظبهشدهبردهکاربهموادواستفاده
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کرد.استفادهآن
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)SEM(نگارهالکترونی
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نیرويمیکروسکوپتوسطشدهجداسازييهااگزوزومبررسی
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)Zlotogorski et al., 2015(.
هااگزوزومغلظتتعیین

گیري اندازهبرايکهاستروشیBCAروشبهپروتئینسنجش
بدینروشاصولشود.میاستفادهنمونهیکدرپروتئینمقدار

+1بهراCu+2قلیاییمحیطیکدرتواندمیپروتیینکهاستصورت

Cuحضوردروبیوره)(واکنشکنداحیاacidbicinchoninicمنجر
- Cu+1کمپلکسازحاصلارغوانیرنگشود.ارغوانیرنگتولیدبه

BCAیکازاستفادهبااست.جذبداراينانومتر560موجطولدر
توجهباتوانمیود،شمیتهیهآزمایشباهمزمانکهاستانداردگراف
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)Martins et al., 2018.(

چربیبافتازبنیادييهاسلولجداسازي
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شداضافهآنزیمکردنخنثیجهتچربیحاويفالکونبهکشت
شد.سانتریفیوژrpm1600دوربادقیقه5مدتبهسپسو

محلولشدریختهدوروبرداشتهآرامیبههاسلولرويمحیط
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استچربیشدهنشینتهيهاسلولحاويکهلولهپایینقسمت
حاويسلولکشتفلاسکاخلدبههاسلولشد.داشتهنگه

DMEM)BIO-IDEA, BI-1003(جنینیسرمدرصد10با
,FBS)Gibcoگاوي بیوتیکآنتیدرصد1و)10272

,Sigma(استرپتومایسینوپنسیلین USA(دروشدندمنتقل
وسانتیگراددرجه37انکوباتورداخلسلولحاويفلاسکنهایت

2CO5بنیادييهاسلولجداسازيازبعدشد.دادهقراردرصد
منظوربدین.گرفتانجاممحیطتعویضباریکروزچهارهر

تازهکشتمحیطسپسوشدهریختهدورفلاسکروییمحلول
منظمتعویضباکهاینازبعد.شداضافهکشتفلاسکبه

منظوربهرسیدندتراکممرحلهبههاسلولکشت،يهامحیط
بدینشدانجامسلولیپاساژتر،بزرگکفلاسبههاسلولانتقال
PBSتوسطهاسلولوشدتخلیههاسلولکشتمحیطمنظور

4/0تریپسینمحلولازاستفادهباسپسشدند،شستهمرتبهسه
ازشدهکندهيهاسلولشدند.جدالاسکفکفازهاسلولدرصد

وشدندپیپتاژاستریلايهشیشپیپتتوسطکشتظرفکف
یکنواختسلولیسوسپانسیونوشدندجداهمدیگرازاهسلول

سوسپانسیوناینبهFBSسیسی5/0سپسآمد.به دست
مرحلهاینازبعدگردد.خنثیتریپسیناثرتاشدافزوده

شدمنتقلسیسی15فالکونلولهبهسلولحاويسوسپانسیون
دورازپسگردید.سانتریفیوژدقیقهپنجمدتبه،1500دورباو

پیپتاژسپسوشدافزودهFBSمجدداروییمحلولریختن
کوچکلاسکفدودرسلولیسوسپانسیونآنازپسگردید.
وشداضافهFBSدرصد10حاويکشتمحیطشدریخته

بهسومپاساژازبعدهاسلولشد.منتقلانکوباتوربههالاسکف
شدنداستفادهتحقیقاتادامهبرايورسیدنددستیکجمعیت

)Lin et al., 2017(.
مزانشیمیبنیادييهاسلولباهمراهآلژیناتيهاداربستتهیه

چربی
آلژیناتپودرازاستفادهباوزنیدرصد3باآلژیناتمحلول

)W201502-100G, SIGMA-ALDRICH, USA(محیطو
شدهمخلوطهمبااستریلشرایطوهودزیردرDMEMکشت

مگنتپلیتتهادستگاهتوسطآنازبعدشد.زدههمامیآربهو
آید.به دستیکنواختمحلولیتاشدهمخلوطساعت2مدتبه

آزمایشگاهدمايدرساعت24مدتبهنظرموردمحلولسپس
تهیهجهتبرود.بینازآندرشدهایجاديهاحبابتاماندباقی
کشتبرايبعديهسيهاداربستعنوانبهآلژیناتيهامهره

جداکهآنازبعدوسلولیشمارشازپسمزانشیمی،يهاسلول
تریپسینتوسطکشتمحیطازچربیبنیادييهاسلولسازي
باویافتهانتقالسیسی15فالکونبههاسلولشد،انجام

درقرارگیريآمادهدقیقه5مدتدر1500دورباسانتریفیوژ
هودزیردرواستریلرایطشدرسپسشدند.هیدروژل

بهکهشدهمخلوطهیدروژلهمراهبهچربیبنیادييهاسلول
شد.گرفتهنظردرسلول5/3×610آلژینات،لیترمیلیهرازاي

گرفتهقرارچربیبنیادييهاسلولهمراهبهآلژیناتهیدروژل
باهمراهآلژیناتمحلولشد.دادهانتقالcc10سرنگبهآندر

حاويپلیتدردرجه22سرنگوسیلهبهبنیادييهالسلو
دقیقه5ازبعدشدند.گذاريقطرهوزنیدرصد2کلسیمکلرید

درکشتمحیطشدناضافهازبعدوشددادهشستشوPBSبا
Rajmohan(گرفتانکوباتور & Bellmer, 2019.(

آزمونيهاگروه
شدهانکپسولهربیچمزانشیمیبنیادييهاسلولکنترل:گروه

گروهگرفتند.قرارپایهکشتمحیطدرکهآلژیناتهیدروژلدر
درکهچربیمزانشیمیبنیادييهاسلولدوم:واولتجربی

باتیمارتحتهفتهدومدتبهگرفتندقرارآلژیناتهیدروژل
گرفتندقرارنخاعیمغزيمایعازشدهاستخراجيهااگزوزوم
درروزدوهرلیتر).میلیبرمیکروگرم40و20يها(غلظت

اضافهجدیدمحیطباوبرداشتههاسلولمحیطازنیمیمیان
1وFBSدرصد10حاويDMEM(کشتمحیطگردید.
استرپتومایسین).سلین/پنیدرصد

باچربیمزانشیمیبنیاديهايسلوليبقاکیفیبررسی
برومایداتیدیوماورنج/آکریدینرنگازاستفاده

میصورتهاسلولهستهتغییراتبررسیمنظوربهروشاین
،استسبزرنگبهسالميهاسلولهستهروشایندرگیرد.

تازردرنگبهاولیهآپوپتوتیکيهاسلولهستهکهدرحالی
شدهثانویهآپوپتوزدچارکهییهاسلولهستهکمرنگ،نارنجی

شدهنکروزدچارکهییهاسلولهستهوهتیرنارنجیرنگبهاند
منظوربهروشاینازبنابراینمیشودتبدیلقرمزرنگبهاند

اثربررسیمنظوربه.شودمیاستفادهسلولیمرگنوعتعیین
بنیادييهاسلولرويبرهیدروژلیداربستوهااگزوزوم

وآمیزيرنگهاسلولموجودپروتکلاساسبرچربیمزانشیمی
برداريعکسوبررسیفلوروسنتمیکروسکوپتوسطسپس
میکرولیتر100نمودناضافهباذخیرهمحلولیکابتداشدند.

100و)PBSلیترمیلیاگرم/میلی1(غلظتبااورنجآکریدین
لیترمیلی1گرم/میلی1(غلظتبابرومایداتیدیوممیکرولیتر

PBS(میکرولیتر800داخلPBS4دمايدرسپسودشتهیه
بتداابعديمرحلهدر.شدنگهداريیخچالدرگرادسانتیدرجه
100شد.دادهشستشوPBSباوتخلیههاسلولروییمحیط

هاسلولرويبربرومایداتیدیوماورنج/آکریدینرنگمیکرولیتر
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فلورسنتمیکروسکوپتوسطسریعاوشدریخته
)OLYMPUS(گردیدمشاهده)Billiet et al., 2014.(

سلولیبقايمیزانتعیینجهتMTTآزمایش
ازآلژیناتيهامهرهدرزندهيهاسلولتعدادبررسیمنظوربه

فنیلدي- 5و2- ایل)- 2- تیازولمتیلدي- 5و4(-3آزمون
درروز14مدتبههاداربستشد.استفادهدبرومیتترازولیوم

37دمايبادار2CoاتورانکوبدرپلیتداخلدرDMEMمحیط
و7، 1(مختلفزمانیفواصلدروهشدنگهداريگرادسانتیدرجه

استوكمحلولسپسوشدبرداشتهروییکشتمحیط)14
MTT-10Xوشدرقیقبرابر10تاردفنولبدونکشتمحیطبا

4مدتبهوشدریختهولهررويبرمیکرولیتر150میزانبه
محلولسپسوشدانکوبهگرادسانتیدرجه37دمايدرساعت
MTTترمیکرولی100ولهررويبروشدبرداشتههاولروياز

DMSOبهرنگبنفشيهاکریستالتبدیلازبعدشد،ریخته
نورجذبمیزاندقیقه10ازکمتردرDMSOدرمحلولفرم

شد.بررسینانومتر570موجطولدروریدرالایزادستگاهتوسط
وگردیدمحاسبهنورجذبمیانگیناساسبرهاسلولرشدمیزان
Razavi(گردیدرسمآننمودار et al., 2014(.

نوسیتوشیمییمواتکنیکتوسطسلولیتمایزبررسی
(پروتئینNestinيهاژنبیانبررسیمنظوربهآزموناین

بیانعصبیسازپیشيهاسلولتوسطکهبینابینیفیلامنت
واستهامیکروتوبولباهمراهکه(پروتئینیMAP2وشود)می

شد.انجاماست)بالغعصبیيهاسلولنشانگر
سپس.شدتخلیهمقرريهازمانازبعدهاسلولروییحیطم

مرحلهدرشد.شستهTrisبافرباباردوآلژیناتيهاداربست
دقیقه30دتمبرايدرصد4پارافرمالدهیدتوسطهانمونهبعد
هانمونهرويازپارافرمالدهید.شدندفیکسدرجه4دمايدر

بادقیقه30مدتبهسپسشد.شستهمربوطهبافرباوحذف
Triton X- شستشوتریتونحذفازبعد.شدندرذینفوذپ،100

10بزسرمباساعتیکمدتبهسپسشد.انجامبافرباهانمونه
غیريهاواکنشازتادگردیدنبهانکواتاقدمايدردرصد

يهاباديآنتیتوسطهانمونهادامه،درود.شجلوگیرياختصاصی
Nestinاولیه (1:100))Santa Cruz USA, sc-20978(و

Map2 (1:100))Santa Cruz USA sc-20172(مدتبه
سپسشدند.انکوبهسانتیگراددرجه4دمايدرروزشبانهیک

کونژوگهثانویهباديآنتیباوشدامجانبافرباکاملشستشوي
Fluoresceinباشده isothiocyanate FITC1:500(غلظتبا(

درشد.انجامبافرباشستشوسپسوانکوبهساعت2مدتبه
دقیقه2مدتبه)1:1000(غلظتباDAPIرنگبعدمرحله
بافرباشستشوشد.اضافههاسلولهستهآمیزيرنگجهت

فلورسنتمیکروسکوپباسپسوگرفتانجامربوطهم
)OLYMPUS(شدندمشاهدهاینورت)Khosravizadeh et

al., 2014(.
Realتوسطژنبیانبررسی Time – PCR

و7يروزهادرآلژیناتداربستيهانمونهازRNAاستخراج
Realدراستفادهمنظوربه14 Time – PCRدر.گرفتانجام

هیدروژلدرشدهانکپسولهيهاسلولآزادسازيجهتابتدا
میلی15سدیمسیتراتشاملمحلولیدرهاداربستآلژینات،

بعدمرحلهدرشد.دادهقرارمولارمیلی150سدیمکلریدومولار
Rneasyکیتازاستفادهبا Mini kitاستخراجRNAهاسلولاز

انجامQIAGENشرکتتوسطشدهارائهدستورالعملمطابق
lysisبافرنافزودباسلولیلیز،RNAسازيآزادمنظوربهشد.

دادنقرارازپسگرفتصورتآنپپتیداژوسلولیرسوببه
2ویالرويبرDNAحذفمنظوربهکیتDNA-Gستون
2مدتبهوشدلودستونرويبرفوقمحلولتماملیتريمیلی
70اتانولمحلولبهسپس.دشسانتریفوژ8000دوربادقیقه
ازپس.گردیداضافهستونازکردهعبورمحلولباحجمهمدرصد

freeستوندادنقرار RNAseلیتريمیلی2ویالرويبرکیت
دورباثانیه30مدتبهوشدلودستونرويبرفوقمحلولتمام

ستونغشايرويسانتریفوژازپسRNAشدسانتریفوژ8000
کردهعبورمحلولریختندورازپس.کندمیعبورمایعودمانمی
سانتریفوژدوریکویالرويآنمجدددادنقراروستوناز

8000دوربادقیقه2مدتبهستونسانتریفوژگرفت.صورت
نسبتتعیینوRNAمقدارسنجشترتیببدین.شدانجام
RNAغلظت.شدگیرياندازهنانودراپدستگاهتوسطهانمونهجذبی

تعیینWilmingtonنانودراپدستگاهازاستفادهباشدهاستخراج
استفادهباشدهاستخراجRNAازنانوگرم200آنازپسگردید.

cDNAکیتوالیگونوکلئوتیديپرایمرهاياز Synthesis Kit

(Fermentas)بررسیمنظوربه.گردیدمعکوسبردارينسخه
Maximaازنظرموردژنيهانسخهافزایشکمی SYBR

Green/ROX qPCR Master Mix (2x)اختصاصیپرایمرهايو
Realواکنش.شداستفادهعصبیيهاژن Time–PCRازاستفادهبا

Thermalدستگاه Cycler T100)Bio-Rad, Germany (انجام
روشازاستفادهباهدفيهاژنازکدامهربیاسطحنهایتدرشد.

ΔΔCTازآمددستبهGAPDHداخلیکنترلعنوانبهنیز
Quantitationرافزانرمتوسطوگردیداستفاده Relative

Expression Geneشدمحاسبه)Razavi et al., 2015(.
آماريتحلیل

يهاآزمونوSPSS-22افزارنرمتوسطهادادهپژوهشایندر
.گردیدتحلیلوتجزیه05/0داريمعنیسطحدرt-testآماري
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نتایج
میکروسکوپتوسطشدهجداسازييهااگزوزومبررسی

)SEM(نگارهالکترونی
کههستندلیپیديلایهدوباشکلکرويذراتیهااگزوزوم

ظاهريشکلواندازهدارندنانومتر100الی30بینايهانداز
بهنتایجوشدارزیابیSEMمیکروسکوپتوسطهااگزوزوم

دارايشدهجداسازييهااگزوزومدادنشانکهبودايهگون
).1(شکلهستندکرويشکلوبهینهاندازهدامنهباظاهري
DLSسنجشتوسطشدهجداسازييهااگزوزومبررسی
بهنتایجوشدهانجامDLSبررسیتوسطهااگزوزوماندازه

دارايهشدجداسازييهااگزوزومدادنشانکهبودايهگون
).2(شکلهستندبهینهاندازهباظاهري
نیرويمیکروسکوپتوسطشدهجداسازييهااگزوزومبررسی

)AFM(اتمی
بهکهبودهسطحیآنالیزیکاتمینیرويروبشیمیکروسکوپ

کهداردکاربردسطوحتوپوگرافیزمینهدرگستردهطور
نانومترمقایسدرسطحبررسیتواناییآنویژگیمهمترین

نخاعیمغزيمایعازشدهاستخراجيهااگزوزومتوپوگرافیاست.
دادهنشانوشدگیري اندازهاتمینیرويمیکروسکوپوسیلهبه

الی30بینايهاندازدارايشدهجداسازييهااگزوزومکهشد
)3(شکلهستندنانومتر100

هااگزوزومغلظتتعیین
سنجشروشباشدهاستخراجيهاوزوماگزغلظتگیري اندازه
نمودارابتدامنظوربدین.شدانجامBCAروشبهپروتئین

اکسلافزارنرمتوسطBCAمتفاوتيهاغلظتازحاصلخطی
نمونهدادنقرارباشد،محاسبهآنبرايخطمعادلهوشدهرسم

که.آمددستهبهااگزوزومغلظتفوقمعادلهدراگزوزومیجذب
بود.لیترمیلیبرمیکروگرم8/133عادلم

هاسلولمورفولوژيبررسی
نشانچربیازمشتقبنیادييهاسلولکشتازحاصلنتایج

اتصالتواناییاولیهکشتازپسساعت48هاسلولاینکهداد
تکآرایششناسیریختنظرازوداشتهرافلاسککفبه
مشاهداتازحاصلنتایجدارند.شکلفیبروبلاستوايهلای

ازاستفادهباسلولشناسیریختبررسیمنظوربهسلولی
).4(شکلاستشدهدادهنشانفازکنتراستمیکروسکوپ

مزانشیمیبنیادييهاسلولهمراهبهآلژیناتهیدروژلساخت
کهچربیمزانشیمیبنیادييهاسلولهمراهبهآلژیناتيهامهره

درگرفتند.قرارکشتمحیطدرونشدندختهساايهقطرروشبه
بههاسلولاینآلژینات،هیدروژلدرگرفتهقراريهاسلولباارتباط
).5(شکلشدندمشاهدههیدروژلداخلزائدهبدونوگردصورت

استفادهباچربیمزانشیمیبنیاديهايسلولبقاءکیفیبررسی
رومایدباتیدیوم/اورنجآکریدینرنگاز

يهاداربستدرهاسلولبقاکیفیبررسیازحاصلنتایج
دادنشاناولیهکشتازپسروز14شدهچاپهیدروژلی

14روزتاداربستدرموجودچربیمزانشیمیبنیادييهاسلول
حضورعلتبهزندهيهاسلولاند.کردهحفظراخودبقاتوان
بهمردهيهاسلولوشدنددیدهسبزرنگبهاورنجآکریدینرنگ

رویتقرمزبهمایلیجنارنرنگبهبرومایداتیدیوموجودخاطر
).6شکل(گردیدند
سلولیبقايوتکثیرمیزانتعیینجهتMTTآزمایش
فعالیتمیزانآزمایشطریقازهاداربستسازگاريزیست

براي.شدانجامMTTروشتوسطمیتوکندریاییمتابولیکی
،چربیبنیادييهاسلولرويبرهاداربستسمیتثرابررسی

اگزوزومازمختلفغلظتدوباروز14مدتبههاسلولاین
بقاءمیزان،MTTروشکمکباسپسشدند.دادهکشت
داد،نشانآمدهبه دستنتایج.گرفتقرارسنجشموردهاسلول
تجربیيهاگروهوکنترلگروهبقامیزانبینداريمعنیتفاوت

يهاداربسترويچربیبنیادييهاسلولشود.میمشاهده
زیستدرصدهمچنین.اندنمودهرشدخوبیبهشدهساخته
داراياول،روزبهنسبتچهاردهموهفتمروزهايدرپذیري

).7(شکلاستبیشتريتغییرات
ایمنوسیتوشیمیبررسی
يهالولسدرصدمیانگینتعیینوعصبیتمایزبررسیجهت
MAP2نورون(نشانگر(وبالغNestinنشانگر)عصبی)سازپیش

تمایزيهاسلولوشدانجامآزمایشاین14و7روزهايدرمثبت
درNestinبارابطهدر).8(شکلگرفتندقرارارزیابیموردیافته

يهاگروهباکنترلگروهمثبتيهاسلولدرصدتغییراتمقایسه
اختلافکهدهدمینشانحاصلنتایجهفتموزردرشدهتیمار
میلیبرمیکروگرم40غلظتباشدهتیمارگروهبینداريمعنی
باهاگروهسایرچهاردهمروزدرشود.میمشاهدهکنترلگروهولیتر
ندارند.داريمعنیاختلافهم

هاي در مقایسه تغییرات درصد سلولMAP2به علاوه در مورد 
هاي تیمار شده در روز هفتم نتایج نشان ه کنترل با گروهمثبت گرو

40دهد که اختلاف معنی داري بین گروه تیمار شده با غلظت می
شود. همچنین در میکروگرم بر میلی لیتر و گروه کنترل مشاهده می

داري در میانگین تغییرات درصد روز چهاردهم اختلاف معنی
میکروگرم بر میلی 20لظت هاي مثبت گروه تیمار شده با غسلول

میکروگرم بر میلی لیتر نسبت 40لیتر و گروه تیمار شده با غلظت 
دهند گروه شود. این موارد نشان میبه گروه کنترل مشاهده می

Nestinمیکروگرم بر میلی لیتر باعث کاهش بیان 40تیمار با غلظت 
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هاآنبودنکرويهمچنینواست.شدهتاییدنانومتر100تا30بینهااگزوزوماندازه.)SEM(روبشیالکترونیمیکروسکوپباآمدهبه دستتصویر-1شکل
شود.میدیدهتصویردر

Figure 1. Scanning electron microscopy (SEM) image. Exosomes range from 40 to 100 nm in size, as their sphericity
can be seen in the picture.

شود.میمشاهدهنانومتر70درذراتپیکوبودهنانومتر100تا30بینذراتقطر.DLSتوسطاگزوزوماندازهسنجش-2شکل
Figure 2. Exosome size analysis by DLS. The particle diameter is between 40 and 100 nm and the particle peak is
observed at 70 nm.

اندازهباظاهريدارايشدهجداسازييهااگزوزومدهدمینشانتصاویربعدي.سهتصاویر.Bبعدي.دوتصاویر.Aاتمی.نیرويمیکروسکوپتصویر-3شکل
.هستندکرويشکلوبهینه

Figure 3. Atomic force microscope image. A. 2D images. B. 3D images. The images show that the isolated exosomes
have an appearance of optimal size and spherical shape.
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شدند.مشاهدهشکلدوکیوبلاستیفیبروشبهشکلبهکشتاولهفتهطیچربیمزانشیمیبنیادييهاسلول.Aفاز.اختلافمیکروسکوپتصویر-4شکل
B.میکرومتر.100مقیاسشدند.حفظهاسلولشکلدوکیوفیبروبلاستیبهشفنوتیپسومپاساژازپس

Figure 4. Phase contrast microscopy image. A. Adipose mesenchymal stem cells were observed as fibroblast-like and
spindle-shaped during the first week of culture. B. After the third passage, fibroblast-like and spindle-shaped
phenotypes of cells were preserved. Scale 100 μm.

ترتیببهکشت.ازپسروزهفتهیدروژلدرونيهاسلول.CوBکشت.محیطدرايهقطرروشبهشدهتهیهآلژیناتيهاهیدروژليهامهره.A-5شکل
فاز.اختلافمیکروسکوپتوسطترمیکروم20ومیکرومتر100مقیاس

Figure 5. A. Alginate hydrogel beads prepared by drip method in culture medium. B, C. Cells in the hydrogel seven
days after culture. Scale 100 μm and 20 μm by phase contrast microscopy, respectively.

ازپسچهاردهمروزدرچربیمزانشیمیبنیادييهاسلولهمراهبهآلژیناتهیدروژلیيهاداربستازفلورسنتمیکروسکوپتصاویرازايهنمون-6شکل
20مقیاس.Bمیکرمتر.100مقیاس.Aهستند.سلولیمرگدچاريهاسلولدهندهنشانفلش.برومایداورنج/اتیدیومآکریدینرنگباشدهآمیزيرنگکشت.

متر.یکروم
Figure 6. A sample of fluorescent microscope images of alginate hydrogel scaffolds with Adipose mesenchymal stem
cells on the fourteenth day after culture, stained with acridine orange / ethidium bromide. Arrows indicate cells with cell
death. A. Scale 100 μm. B. Scale 20 μm.
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(میکروگرماگزوزومغلظتدوباتیماروآلژیناتيهاهیدروژلدرشدهدادهکشتچربیمزانشیمیبنیادييهاسلولبقاارزیابیدرMTTتستنتایج-7شکل
.ت)اسدارمعنی>001/0pسطحدر***(.14و1،7روزهايطیلیتر)میلیبر

Figure 7. MTT test results in assessing the survival of Adipose mesenchymal stem cells cultured in alginate hydrogels
and treated with two exosome concentrations on days 1, 7 and 14. (*** is significant at the level of p <0.001).

دراگزوزومغلظتافزایشباهمچنیناست.شدههفتمروزدر
افزایشMAP2مثبتهايسلولدرصدتیمارتحتيهاگروه
).9(شکلاستیافته

Realتوسطژنبیانبررسی Time – PCR

درعصبیيهاژنکمیبیانبررسیجهتمطالعهایندر
Realروشازیافتهتمایزيهاسلول Time – PCRشد.استفاده
نتایجگرفتقرارارزیابیموردMAP2وNestinيهانژبیانسطح
میکروگرم40غلظتباتیمارگروهدرNestinژنبیانکهدادنشان

کنترلگروهبهنسبتچهاردهموهفتمروزدراگزوزوملیترمیلیبر
بیانسطحاست.شدهبیانکاهشدچاروداردداريمعنیتفاوت

لیترمیلیبرمیکروگرم40تغلظباتیمارگروهدرMAP2ژن
نشانراداريمعنیافزایشچهاردموهفتمروزطیاگزوزوم

20غلظتباتیمارگروهدرژناینبیانسطحکهحالیدردهد.می
بیانافزایشدارايچهاردهمروزدرتنهالیترمیلیبرمیکروگرم

).10(شکلاستکنترلگروهبهنسبت

بحث
قدرتبودنکمبهتوجهباعصبیکنندهتخریبيهابیماريدر

برايمناسبیحلراهدنبالبههموارهمحققانعصبی،بافتدرترمیم
زمینهدرگرفتهصورتيهاپیشرفت.اندبودههابیماريایندرمان

فاکتورهايازاستفادهزمینهدرجدیديکارهايراهبافتمهندسی
استدادهارائهداربستساختويبنیاديهاسلولتمایزجهتالقایی

)Gu et al., کهاندکردهثابتتازگیبهمحققین.)2014
کههستندفعالیزیستیيهامولکولشاملغشاییيهامیکرووزیکول

راهافعالیتازوسیعیدامنهوداشتهنقشسلول–سلولاتباطاتدر

Hamzah(دهندمیانجامپذیرندهسلولدر et al., 2021.(
اندوزومیمنشاباترشحیيهاوزیکولازايهویژدستههااگزوزوم
ودارندنورونیحفاظتخاصیتعصبیسیستمدرهااگزوزومهستند.

عملکردبازگرداندنسببهدفسلولبههاmiRNAانتقالبا
بیانهمچنینشوند.میدیدهآسیبيهاآستروسیتوهانورون

Lizarraga-Valderrama(دهندمیافزایشراعصبینشانگرهاي &

Sheridan, عصبیبافتمهندسیدرمهمموارددیگراز.)2021
برايمناسبماتریکسیوبسترعنوانبهمناسبداربستسازيآماده
Jin(استهاسلولتمایزوتکثیر et al., بهتوجهبا).2021

مکان آلژینات که یک بیوپلیمر طبیعی است اهیدروژليهاویژگی
طراحی و ساخت داربست مناسب جهت استفاده در مهندسی بافت 

هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی عصبی وجود دارد. همچنین سلول
هاي سلولی مختلف از جمله به علت دارا بودن پتانسیل تمایز به رده

توانند گزینه مناسبی براي استفاده در هاي شبه نورونی میسلول
,.Luo et alشند (مهندسی بافت عصبی با 2018.(

بررسیموردآلژیناتهیدروژلدرمختلفیيهاسلولکنونتا
تواندمیکهاستآمدهدستبهمتفاوتینتایجوگرفتهقرار

وزنیدرصدآلژینات،هیدروژلدرها سلولخاصنوعبهمربوط
درباشد.آندرها سلولکردنانکپسولهروشوهیدروژل
درموجوديهاسلولکهشدهدادهنشانمتعدديتحقیقات
Yang(شوندمیتکثیرکاهشدچارآلژیناتهیدروژل et al.,

شددادهنشانشدانجام2014سالدرکهايمطالعهدر.)2018
وانسانیچربیبافتازشدهجدابنیادييهاسلولتکثیرکه

باسهمقایدرها سلولاینرشدمیزانهیدروژل،درشدهانکپسوله
است.یافتهکاهشلایهتککشت
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A،Bآلژینات.يهاهیدروژلرويبریافتهتمایزچربیمزانشیمیبنیادييهاسلولدرMAP2وNestinنشانگربرايفلورسنتایمنوآمیزيرنگ-8شکل

يهاداربستترتیببهFوD،Eوهفتمروزدراگزوزوملیترمیلیبرمیکروگرم40غلظتباتیمارو20غلظتباتیمارتیمار،بدونداربستترتیببهCو
میکرومتر.20مقیاسچهاردهم.روزدراگزوزوملیترمیلیبرمیکروگرم40غلظتو20غلظتتیمار،بدون

Figure 8. Immunofluorescent staining for Nestin and MAP2 markers in differentiated fat mesenchymal stem cells on
alginate hydrogels. A, B and C were scaffolds without treatment, treatment with concentration of 20 and treatment with
concentration of 40 μg/ml exosome on the seventh day, respectively, and D, E and F were scaffolds without treatment,
concentration of 20 and concentration of 40 μg / ml Exosome on the fourteenth day, respectively.
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کاهشباعثلیتر)میلیبرروگرم(میکاگزوزومغلظتافزایشچهاردهم.وهفتمروزدرمثبتMAP2وNestinيهاسلولدرصدمیانگینمقایسه-9شکل
هفتمروزدر20غلظتباتیمارتحتگروهدرMAP2مثبتيهاسلولدرصدافزایشاست.شدهچهاردموهفتمروزهايدرNestinمثبتيهاسلولدرصد

گروهبهنسبتکهشودمیدیدهچهاردموتمهفروزدر40غلظتباتیمارتحتگروهدرMAP2مثبتيهاسلولدرصدافزایشاینهمچنینشود.میمشاهده
است).دارمعنی>001/0pسطحدر***است.دارمعنی>05/0pسطح(*دردارند.داريمعنیاختلافکنترل

Figure 9. Comparison of the mean percentage of Nestin and MAP2 positive cells on the seventh and fourteenth days.
Increasing the concentration of exosomes decreased the percentage of Nestin positive cells on the seventh and
fourteenth days. An increase in the percentage of MAP2 positive cells was observed in the treated group with a
concentration of 20 µg/ml on the seventh day. Also, this increase in the percentage of MAP2 positive cells is seen in the
treated group with a concentration of 40 on the seventh and fourteenth day, which are significantly different from the
control group. (* significant at the level of p <0.05. *** significant at the level of p <0.001).

رالیتر)میلیبر(میکروگرماگزوزومباتیمارتحتهیدرژلیيهاداربستدرچهاردهموهفتمروزدودرراژنبیانتغییراتمقایسهفوقنمودارهاي-10شکل
است).دارمعنی>001/0pسطحدر***است.دارمعنی>05/0pسطح*در(دهد.مینشان

Figure 9. The diagrams above show a comparison of changes in gene expression on the seventh and fourteenth days in
exosome-treated hydrogel scaffolds. (*significant at the level of p <0.05. *** significant at the level of p <0.001).

داريمعنیافزایشMAP2وNestinنشانگرهايبیانچهاگر
Khosravizadeh(اندداشته et al., سالدرهمچنین).2014
نشانشدانجامآلژیناتهیدروژلرويبرکهايهمطالع2014

جنینیبنیادييهاسلولکهآلژیناتهیدروژلکهشدداده
نسبتراعصبیتمایزتواندمیاندشدهولهانکپسآندرونموشی

ازحاصلنتایجهمچنیندهد.افزایشبعديدوکشتمحیطبه
هیدروژلکهکردمشخصتحیقایندرایمنوسیتوشیمی

واسیدهیالورنیکباشدهاصلاحصورتبهچهآلژینات
درصدبهنسبت2وزنیدرصدباتنهاصورتبهچهوفیبرونکتین

Bozza(داردعصبیتمایزجهتدربهتريکردعمل1وزنی et

al., شدانجام2014سالدردیگريمطالعاتنتایج).2014
برايمناسببعديسهمحیطآلژیناتهیدروژلکهدادنشان
چربیبافتازشدهجدابنیادييهاسلولعصبیتمایزوکشت
يهاژنبیاندرداريمعنیافزایشوکندمیفراهمانسانی
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Nestin،MAP2وGFAPعصبیتمایزازپسروزچهارده
Razavi(دهدمینشان et al., طبقNestinژنبیان).2015
صورتمزانشیمیبنیادييهاسلولدرمحققینبرخینتایج

دهندهنشانتواندمیکممیزانبهNestinبیانولیگیردمی
نپروتئیبیانافزایشباشد.عصبیشبهيهاسلولحضور

Nestinبهسازپیشيهاسلولشدنتبدیلفرایندآغازمنزلهبه
اولیهمارکرعنوانبهNestinازاست.عصبیيهاسلولسمت
کهاستتوجهقابلجهتآنازامراینشود.مییادعصبیتمایز
بیانعصبی،تمایزالقابدوناستممکنسازپیشيهاسلول

Nestinباشندداشتهرا)Bernal & Arranz, 2018.(
کهشددادهنشانهمحاضرتحقیقازآمدهبه دستنتایجدر

روشازاستفادهباآلژیناتهیدروژلازشدهساختهيهاداربست
تکثیروبقاقابلیتکشتپسروز14تواندمیگذاري،قطره
تکثیربعديدوکشتبهنسبتچندهرباشد.داشتهراهاسلول
ازناشیتواندمیموضوعایناست.کردهیداپکاهشهاسلول
استفادهیاوآلژیناتهیدروژلدرهاسلولکردنانکپسولهفرایند

شدسعیتحقیقایندرباشد.ژلاسیونبرايکلسیمکلریداز
کلریدبهینهغلظتازهاسلولبیشتردوامبهدستیابیبراي

شددادهنشانهمچنینشود.استفادهوزنی)درصد2(کلسیم
ظاهريدارايآلژیناتهیدروژلدرشدهانکپسولهيهاسلول
يهااگزوزومحضورازتحقیقایندرهمچنینهستند.کروي

تمایزيعاملیکعنوانبهنخاعیمغزيمایعازشدهاستخراج
شد.استفادهاگزوزومبدونمحیطبهنسبت
عینخامغزيمایععصبیيهااگزوزوممهممنابعازیکی

)CSF(.مایعيهااگزوزومکهدادندنشانقبلیتحقیقاتاست
شکلبانانومتر100تا30اندازهباساختارهایینخاعیمغزي

Stuendl(هستندگرد et al., درنیزحاضرمطالعه).2016
100تا30اندازهباذراتیهااگزوزومدادنشاننتایجاینتایید

کهاستدادهنشاناخیرطالعاتمهستند.گردشکلونانومتر
mRNA،هاپروتئینمانندمتنوعیيهامولکولحاويهااگزوزوم

بیناطلاعاتتبادلباعثآنواسطهبهوهستندmiRNAو
توجهموردبیشترهاmiRNAمیاناینازشوند.میهاسلول

Giorgi(دارندراژنبیانتنظیمنقشزیراهستند Silveira et

al., برايمنبعیمغزکهاستشدهمشخصهمچنین.)2020
miRNAاستنخاعیمغزيمایعاگزوزومی)Waller et al.,

شماربهmiRNAازغنیمنبعهااگزوزومکهآنجاییاز).2018
تواندمیاگزوزومیيهاmiRNAتاثیراینرسدمینظربهآیدمی

د.شومزانشیمیبنیادييهاسلولتمایزوتکثیرباعث
فراینددرمهمینقشهااگزوزومکهه شده استدادنشان
بنیادييهاسلولازشدهاستخراجيهااگزوزومدارند.نوروژنز

اینه کهشدمشخصواندگرفتهقراربررسیموردموشعصبی
تسهیلراگلیالوعصبیيهاسلولبلوغوتمایزهااگزوزوم

ازنشانتحقیقایندرایمنوسیتوشیمیمطالعاتکنند.می
عصبیبنیادييهاسلولدرGFAPوMAP2بیانافزایش

بهراmir-9هااگزوزومکهشدمشخصهمچنیندارد.
سرکوبگرژنسرکوببهمنجرکهکنندمیآزادگیرندهيهاسلول
بلوغوتمایزدرمهمیشقنعاملاینوشودمیHes1تمایز
Yuan(داردبنیادييهاسلول et al., 2021.(
CSFجملهازبدنمایعاتمحتویاتبارابطهدرکهايهمطالعدر

درتوجهیقابليهاتفاوتشده،انجامسالمافراددرسرمو
ایناست.شدهمشاهدهسرمونخاعیمغزيمایعيهااگزوزوم

محتویاتتشکیلدرمهمینقشمغزکهاستآنازحاکیهاداده
شاملھاmiRNAانواعبهتوانمیجملهآنازدارد.CSFمایع

Lethal-7 (let-7)،mir-9،mir-124،mir-125هاپروتئینو
Yagiکرد(اشاره et al., سالدردیگرتحقیقیدرهمچنین).2017

يهاسیگنالشدنفعالباعثهااگزوزومکهشددادهنشان2015
شوندمیربیچمزانشیمیبنیادييهاسلولدرنوروژنزبهمربوط

)Farinazzo et al., 2015(.
عصبیتمایزرويبرهااگزوزومتاثیرباارتباطدرکهايهمطالعدر
رويبرPC12يهاسلولازمشتقيهااگزوزومتاثیرشد،انجام
قراربررسیموردهفتهیکمدتبهمزانشیمیبنیادييهاسلول
NSEوMAP2عصبیمارکرهايبیانوگرفت neuron-specific

enolaseتمایزدر،هااگزوزوماینکهشددادهنشانوشد.مشاهده
Takeda(دارندنقشعصبی & Xu, برهابررسیسایردر).2015

باهااگزوزومکهاستشدهمشخصآنمحتویاتوهااگزوزومروي
شکلتغییرایجادسببتوانندمیهاسلولسایربههاپروتئینانتقال

Luo(کنندایجادبالغيهانورونوشوندعصبیتمایزو et al.,

شدهانجامعصبیبنیادييهاسلولرويبرکهتحقیقیدر.)2018
مهارباعثهدفسلولبههااگزوزومانتقالکهشدهدادهنشاناست
افزایشراعصبیتمایزدیگرطرفازوشدهبنیادييهاسلولتکثیر

میزانهااگزوزومکهاستشدهعنوانوهشپژایندردهد.می
NestinسطحدوهردرراmRNAدهدمیکاهشپروتئینو

)Cui et al., 2012(.
گروهبهنسبتهفتمروزدرNestinژنبیانحاضرتحقیقدر
بهنسبتولینداشتداريمعنیتفاوت20غلظتباتیمار

رودرچنینهماست.کردهپیداداريمعنیکاهش40غلظت
هفتمروزبهنسبتداريمعنیکاهشژناینبیانچهاردهم

ازگذربامرتبطتواندمیNestinبیانکاهشدهد.مینشان
القاتاثیرتحتنورونتخصصیيهاژنبیشتربیانوپایهحالت
بعديمرحلهدرباشد.داربستمکانیکیالقايواگزوزومتوسط
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شد.بررسیبالغيهانورونصشاخعنوانبهMAP2ژنبیان
20غلظتباتیمارگروهبهنسبتکنترلگروههفتمروزدر

داراي40غلظتباتیمارگروهبهنسبتولینداشتتفاوتی
ژنبیانکهشددادهنشانهمچنیناست.داريمعنیتفاوت

MAP2دارد.افزایشچهاردهمروزدر
يهااگزوزومالعهمطاینازآمدهدستبهنتایجاساسبر

عصبیتمایزبهقادرنخاعیمغزيمایعازشدهاستخراج
است.آلژیناتهیدروژلدرچربیمزانشیمیبنیادييهاسلول

باوعصبیيهابیماريدرمانبهمربوطمشکلاتبهتوجهبالذا
بهترشناختاستامید،هااگزوزوميهاویژگیبهتوجه

هابیماريایندرمانجهتدربرديکارونوینراهی،هااگزوزوم
بویژهبیشترمطالعاتراستاایندربدیهیآورد.وجودبه

دارد.ضرورتکاملاکلینیکیيهاارزیابی

سپاسگزاري
بیولوژيتحقیقاتمرکزيهامساعدتوهمکاريازنهایتدر

جهتدرکهمشهداسلامیآزاددانشگاهجانوريتکوینکاربردي
شود.میسپاسگزارينمودندایفابسزایینقشتحقیقیناانجام
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