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 4/8/1395تاریخ دریافت:  هجله دانشکده پزشکی اصفهاى
 23/1/1396تاریخ پذیزش:  1396چهارم اردیبهشت هاه  ی /هفته424 ی/شوارهنو پنج سال سی

 

های  ی آمنیون تازه تهیه شده و نگهداری شده به روش انجماد بر میسان زنده ماندن سلول ارزیابی اثرات پرده

 ی آئورت موش صحرایی حلقه یوشنسآنصو  -132MDA-MBو  HeLaسرطانی 

 
 3وژاد حسه ویک، 2، سارا عزیزیان2فر مدرسی، خشایار 1مریم ذوالقدر

 
 

‌چکیده

ی هٌاسبی بشای دسهاى سشطاى باضٌذ.  تَاًٌذ گضیٌِ ّای آى بِ دلیل داسا بَدى خَاظ ضذ سشطاًی، هی ی آهٌیَى ٍ سلَل اًذ کِ پشدُ تحقیقات ًطاى دادُ مقدمه:

 .ضذ اًجام یَىآهٌ ی آپَپتَص پشدُ القایٍ  یَطًیکآًظ یآًت یتبش خاغ اًجواد یشثأت یبشسس ی حاضش با ّذف هطالعِ

 (-HeLa ٍ 231MDA-MBّای سشطاًی ) سٍی سلَل ًگْذاسی ضذُ بِ سٍش اًجواد بش ٍ تاصُآهٌیَى  ی ی پشدُیبا قشاس دادى هحیط کطت سٍ ،دس ایي تحقیق ها: روش

 2,5-diphenyltetrazolium bromide-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3آصهَى استفادُ اص ّای سشطاًی با  پزیشی سلَل دسغذ صیست ،ساعت 24بِ هذت 
(MTTهطخع گشدیذ ). ِّای ضبِ فیبشٍبلاستی ٍ ضبِ  سلَل، هْاس تکثیش سٍص 7طی  . بذیي تشتیبآئَست ست استفادُ ضذ ی جْت بشسسی تغییش آًظیَطًض، اص آصهَى حلق

ّای  دس حضَس ٍ پس اص حزف سلَل ،ًگْذاسی ضذُ بِ سٍش اًجوادٍ  تاصُآهٌیَى  ی پشدُ التلیال ٍ هضاًطیو اپیّای  سلَلح ی آئَست دس ّش دٍ سط هَیشگی اص حلقِ
 .قشاس گشفتبشسسی هَسد تلیال  اپی

غَست ٍابستِ بِ دٍص کاّص یافت  ، بًِگْذاسی ضذُ بِ سٍش اًجوادٍ  تاصُآهٌیَى  ی ّای سشطاًی تیواس ضذُ با هحیط کطت سٍیی پشدُ پزیشی سلَل صیست ها: یافته

تلیال  اپی بٌیادی ّای حضَس سلَلًگْذاسی ضذُ بِ سٍش اًجواد، ٍ  تاصُآهٌیَى  ی آئَست دس پشدُ ی آصهَى حلقِ دس .داسی بیي دٍ بافت هطاّذُ ًطذ  تفاٍت هعٌی ٍ
ّش دٍ  ّای ضبِ فیبشٍبلاستی دس سلَل ،تلیال ّای اپی پس اص حزف سلَل چٌیي،هواًعت ًوَد. ّو آًظیَطًضٍ ایجاد  ّای ضبِ فیبشٍبلاست ًفَر سلَل ، اصآهٌیَى ی پشدُ

 .ًفَر کشد ی آهٌیَى تاصُ ٍ ًگْذاسی ضذُ بِ سٍش اًجواد پشدُ تلیال ٍ هضاًطیوال  سطح اپی

ضَد. ّوچٌیي، حفظ  ّای سشطاًی هی پزیشی سلَل صیستی آهٌیَى ًگْذاسی ضذُ بِ سٍش اًجواد هاًٌذ بافت تاصُ، باعث کاّص  هحیط کطت سٍیی پشدُ گیزی: نتیجه

 .گشدد ی آهٌیَى طی اًجواد هی ی آهٌیَى، هٌجش بِ حفظ خاغیت آًظیَهذٍلاتَسی پشدُ ی پشدُ تلیال ٍ غطای پایِ ی اپی لایِ

 ّای سشطاًی ، سلَلآًظیَطًضی آهٌیَى، اًجواد،  پشدُ واصگان کلیدی:

 
ی آمنیون تاسه تهیه شده و نگهداری شده به روش انجماد  ارسیابی اثزات پزده .ًظاد حسي خطایاس، عضیضیاى ساسا، ًیکفش  رٍالقذس هشین، هذسسی ارجاع:

هجلِ داًطکذُ پضضکی اغفْاى . ی آئورت موش صحزایی حلقه یوصنشآنضو  -132MDA-MBو  HeLaهای سزطانی  بز میشان سنده ماندن سلول

 340-344(: 424) 35؛ 1396

 

 مقدمه

اَى دسًٍی  یًیویِ فیفا    یغشیا  ،ّای جٌیٌیی  پشدُ ی تشیي لایِ آهٌیَى تِ ػٌ

ِ    تلییال،  ّیای اپیی   ی داخلی سلَل یه لایِ اص وِ است ی  ییه غشیای پایی

آهٌیَى اًسیاى  . (1)تشىیل فذُ است ضخین ٍ یه استشٍهای تذٍى ػشٍق 

اَى یه ساختاس صیستی  تِ ، (2) ّیا  تشهین جشاحی دس طی طذ سال اخیش ،ػٌ

، دسهییاى ّییای پَسییتی صخیینٍ  ّییا تییشهین سییَخت ی، (3) پیًَییذ پَسییت

ِ  ّوچٌییي،  ٍ (5)، وٌتشل ػفًَت (4) ّای هختلف چشوی تیواسی جیای    تی

فیذُ اسیت.    اسیتفادُ  Stevens-Johnson سٌذسمپَست اص دست س تِ دس 

تاصگی ًیض پتاًسیل آى تشای واستشد دس هٌْذسی تا ت ػشٍق هَسد اسصییاتی   تِ

 .(6)لشاس گش تِ است 

 مقاله پصوهشی
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پتَتییه ٍ  َآهٌیَى تا تشفح  اوتَسّیای پشٍآپ تلیال  ّای اپی سلَل

ِ  ،تؼیذیل سیسیتن ایوٌیی    ٍ صایی( )سي هْاس آًظیَطًض هٌاسیثی   ی گضیٌی

 اًیذ ُ لؼات گزفتِ ًشاى دادهطا .(7-8) ذٌتاف جْت هماتلِ تا سشطاى هی

پیزیشی   تاػث واّش صیسیت  ،آپَپتَص یآهٌیَى اص طشیك الما یُ  وِ پشد

، تحمیمیات دی یش گیضاس     ّوچٌییي . (3) فَد ّای سشطاًی هی سلَل

تَاًایی هْاس آًظیَطًض تِ ػٌَاى یىی اص ػَاهل سفیذ   اًذ وِ آهٌیَى وشدُ

 .(9) تَهَس سا داسد

 اًجویییاد ی ً ْیییذاسی طیییَلاًی هیییذت، ّیییا اص سٍ  یىیییی

(Cryopreservationاسییت ) ِهحلییَل  آهٌیییَى دس ی پییشدُ دس آى، ویی

 هاُ دس 6ٍ تِ هذت  گیشد هیلشاس ( Cryoprotectant) وشایَپشٍتىتٌت

تَاًیذ   هیی  اًجویاد  فیَد.  گشاد ً ْذاسی هیی  ساًتی ی دسجِ -80 دهای

 واّش تَاًایی توایض ٍ اّ پزیشی سلَل اص جولِ واّش صیست ثیشاتیأت

ّذف اص اًجیام پیظٍّش    .(10) دافتِ تافذتِ دًثال  سا تش سٍی آهٌیَى

 حاضش، تشسسی اثش ً ْذاسی تِ سٍ  اًجواد تش خَاص ضذ سیشطاًی 

تیش   آىثیش أّای سشطاًی ٍ ت پزیشی سلَل آهٌیَى اص جولِ واّش صیست

 .تَد آًظیَطًض

 

 ها روش

جفت اص هادساًی تا تاسداسی طثیؼی تیِ دًثیال   ساصی آهٌیَى،  تشای آهادُ

ذ ٍ دس ایي ساسیتا اص  تْیِ ف تْشاى ػش اىسضاسیي اًتخاتی اص تیواسستاى 

تیِ  تا ت آهٌییَى دس فیشایا اسیتشیل     .ًاهِ اخز گشدیذ ٍالذیي سضایت

ِ   گشدیذ ٍ  اص وَسیَى جذا Peelingسٍ   ّیای   تشای پیان ویشدى لىی

سییشد Phosphate buffered saline (PBS ) دس هحلییَل ،خییًَی

 .فستشَ دادُ فذ

دسٍى  ی آهٌییَى  پیشدُ  لطؼیات جْت اًجیام  شایٌیذ اًجویاد،    

 Fetal bovine serumدسطذ  PBS، 10 دسطذ 70  الىَى حاٍی

(FBS ،)10   دسطیذDulbecco's Modified Eagle's medium 

(DMEM )ٍ 10  دسطذDimethyl sulfoxide (DMSO )  لیشاس

گشاد  ی ساًتی دسجِ -80 تا دهای هاُ دس  شیضس 6دادُ فذ ٍ تِ هذت 

 PBSت آهٌیَى چٌیذ تیاس تیا هحلیَل     سپس، لطؼا .گشدیذً ْذاسی 

گشاد فستِ فذ تا هحلَل وشایَپشٍتىتٌت تیِ   ی ساًتی دسجِ 4دهای 

 ٍ  HeLaّییای سییشطاًی   . سییلَل(10)طییَس واهییل حییزف فییَد  

231-MDA-MB تْیِ فذُ اص اًستیتَپاستَس ایشاى( دس هحیا وشت(  

Roswell Park Memorial Institute (RPMI حاٍی ٍ )دسطذ 10 

FBS  ٍ1  استشپتَهایسییي وشیت دادُ فیذ ٍ دس     -سییلیي  دسطذ پٌیی

 دسطیذ  5 اوسیذ ویشتي  گشاد ٍ دی ی ساًتی دسجِ 37اًىَتاتَس تا دهای 

 ً ْذاسی فذُ تِ سٍ  اًجواد، ٍتاصُ  آهٌیَى ی پشدُگشدیذ. ً ْذاسی 

هتشی تشیذُ فذ ٍ ّیش لطؼیِ دس ییه چاّیه      ساًتی 2 × 2تِ لطؼات 

. تیِ  گش یت ، لشاس تَد سٍ تِ تالا آى تلیال وِ سطح اپی ای خاًِ 12پلیت 

 دسطیذ  10 ٍیحا DMEMاص هحیا وشت  لیتش هیلی 1 ًیض ّش چاّه

FBS ٍ 1 سیپس  گشدییذ اضیا ِ   استشپتَهایسییي  -سییلیي  پٌی دسطذ .

 اوسییذ ویشتي   گشاد ٍ دی ی ساًتی دسجِ 37پلیت دس اًىَتاتَس تا دهای 

سیاػت، هحییا وشیت سٍی ّیش      24پیس اص   ً ْذاسی فذ. دسطذ 5

هیىشٍى، تیِ   22/0 تؼذ اص  یلتشاسیَى تا  یلتشّایٍ  آٍسی چاّه جوغ

هیىشٍلیتیش   800 ٍ 600، 400، 200تیِ تشتییة    ّای سیشطاًی  سلَل

ّای سیشطاًی دس هحییا وشیت     فاهل سلَل فاّذگشٍُ  اضا ِ فذ.

RPMI ّای سشطاًی وِ تا هحیا وشت  تَد. هیضاى صًذُ تَدى سلَل

 آصهَى ا استفادُ اصساػت ت 24سٍی آهٌیَى تیواس فذُ تَدًذ، پس اص 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  

(MTT )ًَِّای تیویاس ٍ   ٍ تا تمسین هیضاى اختلاف جزب ًَسی تیي ًو

 تشسسیتش جزب ًَسی گشٍُ فاّذ، تِ طَست دسطذ  تلٌهّای  ًوًَِ

 .گشدیذ ٍ تیاى

ً ْیذاسی فیذُ تیِ    ٍ تیاصُ   آهٌیَى ی پشدُ تشای تشسسی آًظیَطًض،

دست ًخَسدُ تالی هاًیذ ٍ   یتِ دٍ لطؼِ تمسین فذ. یى سٍ  اًجواد

ّیای   . تیشای حیزف سیلَل   گشدیذهتشی تمسین  ساًتی 2 × 2تِ لطؼات 

دسطییذ  03/0آًییضین اص آهٌیییَى،  ی تلیییال آهٌیییًَی اص سٍی پییشدُ اپییی

سٍ  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA ٍ ) -تشیپسییي 

  ِ  2 × 2فیذ. لطؼیات   اسیتفادُ  ( Cell Scraperی هىاًیىی )تیِ ٍسییل

ِ  12ّای  دس وف پلیت ی آهٌیَى ُ اص پشدُتشیذُ فذ یهتش ساًتی  ای خاًی

تلیال ٍ تالا تَدى سیطح هضاًشییوال،    تِ دٍ طَست تالا تَدى سطح اپی

 دسطیذ  15حیاٍی   DMEMلیتیش اص هحییا    هیلی 2پْي فذًذ. سپس 

FBS ،10   لیتیش   ًاًَگشم تیش هیلییBasic fibroblast growth factor 

(bFGF)  ٍ1 استشپتَهایسیي تِ ّش چاّیه اضیا ِ    -یيسیل پٌی دسطذ

ِ  37 تیا دهیای  ّیا دس اًىَتیاتَس وشیت سیلَلی      فذ ٍ پلییت  ی  دسجی

   .گش تٌذاوسیذ وشتي لشاس  دی دسطذ 5گشاد ٍ  ساًتی

ِ   یتٌ تشسسی تشٍى آئیَست   ی آًظیَطًض تا استفادُ اص آصهیایش حلمی

 ِ  ّیای   ّیا اص آئیَست ًضٍلیی تَساسییه ست     ست طَست گش ت. حلمی

تیِ   آئیَست  تِ دست آهذ. سیپس  گشم، 200تا  150تا ٍصى  ای ّفتِ 12

تیِ  فیذ ٍ اییي لطؼیات     تمسینهتش  هیلی 2لطؼات حلمَی تا ضخاهت 

ّای وشت اص لثیل تْییِ فیذُ لیشاس دادُ      سٍی آهٌیَى دس پلیت سشػت

وِ دس ایي هذت سًٍذ آًظیَطًض  گشدیذسٍص ً ْذاسی  8 تِ هذتفذ ٍ 

. هحییا  لیشاس گش یت  تشسسیی  د هَسّا تا هیىشٍسىَج ًَسی  سٍی آى

یییذ  أتحمیمیاتی تیِ ت    شایٌیذ تویاهی   فذ. سٍص تؼَیض هی 2وشت ّش 

 اخلاق داًش اُ ػلَم پضفىی فْیذ تْشتی سسیذ. ی  وویتِ

اًحیشاف   ٍ هییاً یي  ّا تِ طَست تِ دست آهذُ اص ًوًَِ ّای دادُ

ٍ  ANOVA ّیای  آصهیَى تا اسیتفادُ اص  گشدیذ ٍ پس اص آى  تیاى هؼیاس

Tukey 050/0 گش ت. هَسد تجضیِ ٍ تحلیل لشاس > P  سطح تِ ػٌَاى

 .داسی دس ًظش گش تِ فذ هؼٌی
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 ها افتهی

 سٍی ّییای هیىشٍلیتییش اص هحیییا 800ٍ  600، 400، 200ّییای  حجیین

تیِ طیَست    تیاصُ ٍ ً ْیذاسی فیذُ تیِ سٍ  اًجویاد     آهٌیَى  ی پشدُ

 ٍ  HeLa سییشطاًی ّییای داسی هیییضاى صًییذُ تییَدى سییلَل    یهؼٌیی

231-MDA-MB  ًسیثت تیِ گیشٍُ    تِ طَست ٍاتستِ تیِ دٍص  سا

  ( ٍ تیشتشیي هیضاى واّش دس غلظتP < 050/0) واّش داد فاّذ

 ّای الف ٍ ب(. ، لسوت1)فىل  هیىشٍلیتش هشاّذُ فذ 800

 

 

 
)الف( و  HeLa های سزطانی پذیزی سلول درصد سیست .1شکل 

محیط نگهداری شده با  )ب( MDA-MB-131 سزطانی های سلول

 تاسهو  به روش انجمادآمنیون ی  پزده یکشت روی
*05/0 > P 

 

، تیَد تلییال   ّای اپی سلَل تاصُ داسایّایی وِ تا ت آهٌیَى  دس ًوًَِ

آهٌییَى   ی تلییال پیشدُ   تیِ سیطح اپیی    یی آئَست چسثٌذگی اًیذو  حلمِ

ِ  ،فذُ تَدًذ حزفتلیال  ّای اپی سلَل ٍلتیدس حالی وِ دافت؛  ی  حلمی

سیطح   ٍلتیی فیذ.   ساػت تِ غشیای پاییِ هتظیل هیی     2آئَست پس اص 

سیاػت،   2ی آئیَست پیس اص    ، حلمِلشاس دافت تالا تِ سوتهضاًشیوال 

 ی آهٌییَى دافیت. دس حیالتی ویِ پیشدُ      ی چسثٌذگی لاتل لثَلی تِ پشدُ

هتیَالی دس  ّیای   تلییال تیَد، طیی تشسسیی     ّیای اپیی   آهٌیَى داسای سلَل

دس ّش دٍ حالت تالا تیَدى سیطح هضاًشییوال ٍ تیالا     ، 7ٍ  5، 2سٍصّای 

آى،  تِ دًثالّای  یثشٍتلاستی ٍ  تلیال، اثشی اص ًفَر سلَل تَدى سطح اپی

ًتیای  هشیاتْی اص    ًشیذ.  هشیاّذُ گیشی خاص ٍ تشىیل هیَیشي   جْت

تیِ دسیت آهیذ ٍ تفیاٍت      ً ْذاسی فذُ تِ سٍ  اًجوادآهٌیَى  ی پشدُ

 .ّای الف ٍ ب( ، لسوت2ٍجَد ًذافت )فىل ای  اتل هلاحظِل

سٍی آهٌییَى   تیش  ی آئَست سٍص اص لشاس دادى حلمِ 2پس اص گزفت 

ّای  یثشٍتلاستی دٍویی فیىل تیِ     تلیال، ًفَر سلَل ّای اپی  الذ سلَل

ویِ  گشدییذ   هشاّذُ التلیال ٍ هضاًشیو ی آهٌیَى دس ّش دٍ سطح اپی پشدُ

 ،دس سٍص پیٌجن  .پییذا ویشد   یگییشی خاطی   جْیت  ٍ تِ تذسی  تیشتش فیذ 

فیثِ  ًییض  هشیَْد ٍ دس سٍص ّفیتن    یهَیشگفثِ ّای  تشىیل هَس َلَطی

یت تیَد ویِ ّین دس داخیل ٍ     ؤّای تشىیل فذُ تِ خَتی لاتل س هَیشي

تلییالی ٍ هضاًشییوالی    ّش دٍ سیطح اپیی   آئَست دس ی ّن دس خاسج حلمِ

تلییال ٍ ّین دس سیطح     اپیی اییي حالیت ّین دس سیطح     گشدیذ.  هشاّذُ

ً ْذاسی فذُ تِ سٍ  . ًتای  هشاتْی اص آهٌیَى ٍجَد دافت الهضاًشیو

 2فىل  .هشخض ً شدیذای  تِ دست آهذ ٍ تفاٍت لاتل هلاحظِ اًجواد

تلیییال ٍ  ّییای ج ٍ د( ًتییای  حاطییل سا دس ّییش دٍ سییطح اپییی )لسییوت

 دّذ. هیی آهٌیَى ً ْذاسی فذُ تِ سٍ  اًجواد ًشاى  هضاًشیوال پشدُ

 

 
نگهداری شده به روش انجماد  آمنیون ی سطح مشانشیمال پزده. 1شکل 

 نگهداری شده به روش انجماد آمنیون  ی تلیال پزده سطح اپی )الف(،

ی  آنضیوصنش حلقه(، X04نمایی  )بشرگ تلیال های اپی در حضور سلول )ب(

 )ج و د(، آمنیونیتلیال  های اپی آمنیون فاقد سلول ی آئورت رت روی پزده

نمایی  نگهداری شده به روش انجماد )بشرگ آمنیون ی تلیال پزده سطح اپی

X14 نگهداری شده به روش آمنیون  ی سطح مشانشیمال پزده( )ج( و

 ( )د(X14نمایی  انجماد )بشرگ
 یّا یلاسیواپ اً شیت اُیس  لش ٍ آئَست ی حلمِ ی دٌّذُ ًشاى ذیسف ستاسُ

 .استفذُ  لیتشى

 
 بحث

ّیای سیشطاًی تؼیذ اص     پزیشی سلَل صیست ًتای  تحمیمی ًشاى داد وِ

آهٌیَى اص طشیك المیای آپَپتیَص ٍ ا یضایش     یتیواس تا هحیا وشت سٍی

ًییض   حاضیش  پیظٍّش  . دس(11) ٌیذ و واّش پیذا هی 8ٍ  3تیاى واسپاص 

تیویاس   HeLa ٍ 231-MDA-MBّای سیشطاًی   پزیشی سلَل صیست
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ٍ  آهٌییَى ی  پیشدُ فذُ تا هحیا وشت سٍی  ً ْیذاسی فیذُ تیِ     تیاصُ 

ً ْذاسی فذُ هیضاى واّش دس تا ت ایي  یا ت ٍواّش  سٍ  اًجواد

تفاٍت هحسَسی ًذافت ویِ   تاصُ،تا ت  دس همایسِ تا تِ سٍ  اًجواد

ی آهٌییَى   تلیال پشدُ ّای اپی ی سلَل تَاًذ حفظ فذى لایِ ػلت آى هی

ِ  .طی  شایٌذ اًجواد تافیذ  ِ   یا تی ٍ ّوىیاساى   Magattiی  ّیای هطالؼی

ی  ّیای پیشدُ    ًشاى داد وِ هٌثغ اطلی تشفح هَاد ضذ سیشطاى، سیلَل  

 .(12)تافذ  هٌیَى هیآ

ویِ آهٌییَى    حیاوی اص آى تیَد  آئیَست   ی حلمِ ًتای  حاطل اص آصهَى

تیِ طیَسی ویِ دس     ؛ی اسیت ضآًظییَطً  ی ٍ ضیذ ضداسای خاطیت آًظییَطً 

ذی اص   ،آهٌیَى دسیت ًخیَسدُ   ی تلیال دس پشدُ ّای اپی حضَس سلَل اَّ فی

آهٌییَى   ی تلییال ٍ هضاًشییوال پیشدُ    آًظیَطًض دس ّیچ ییه اص سیطَا اپیی   

ِ   ،تلییال  اپیی ّیای   هشاّذُ ًشذ ٍ دس ػذم حضَس سیلَل     سیاختاسّای فیث

تٍلاستی دس ّش دٍ سطح ایجاد گشدییذ  تلیال ٍ هضاًشیوال  اپی ّای سلَل  یثش

اًَی دافیت. هْیاس آًظییَطًض تیا      11، 13وِ تا ًتای  تحمیمات لثلی ) ( ّوخی

ای هیَسد   پضفىی تِ طَس گستشدُ ی چشن ی آهٌیَى، دس صهیٌِ استفادُ اص پشدُ

یذ    ض دس جشاحیی آًظییَطً جیایی ویِ    گییشد. اص آى  استفادُ لشاس هیی  ّیایی هاًٌ

اًَیذ تاػیث ویذٍست آى ٍ ویاّش دییذ تیویاس فیَد،         تاصساصی لشًیِ، هی ت

اتشایي، استفادُ اص داستست یذ پیشدُ   تٌ ی آهٌییَى حیاٍی سیلَل ویِ      ّایی هاًٌ

ی  پیشدُ . (14)گشدد، هَسد استمثال لشاس گش تِ اسیت   تاػث هْاس آًظیَطًض هی

ذ هْاس اَدی هاًٌ پشٍتنیٌاصّیای    وٌٌیذُ  آهٌیَى ه  4ٍ  3، 2، 1 ّیای تیا تی هتالَ

(Metalloproteinases  ییاTIMPs   ویلاطى ،)ویِ تیِ اًذٍسیتاتیي     18(

تَاًیذ   وٌیذ ویِ هیی    سا تشفح هیی  1-فَد( ٍ تشٍهثَسپاًذیي تثذیل هی

 .(15) ٍ هاًغ سفذ تَهَس فَد ًوایذآًظیَطًض سا هْاس 

پشٍلیفشاتییَ ٍ   دس هجوَع، سٍ  اًجواد تأثیشی تش خاطییت آًتیی  

ی آهٌییَى ًیذاسد ٍ تیِ هٌظیَس ویاستشد آى، اًجیام        آًظیَطًضی پشدُ آًتی

 .تافذ هطالؼات تیشتش دس آیٌذُ ضشٍسی هی

 

 تشکر و قدردانی

ی   ی همطغ پضفىی ػویَهی تیا فیواسُ    ًاهِ ایي هطالؼِ تشگش تِ اص پایاى

 ی  تافیذ ویِ تیا حواییت هیالی تیِ فیواسُ        هیی  2115طشا پظٍّشیی  
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ییشٍی ٍ واسوٌیاى هحتیشم اتیاق ػویل      الیِ پ  ٍسیلِ اص آلای دوتش حثیة

 .آیذ تیواسستاى ػش اى تْشاى تمذیش ٍ تشىش تِ ػول هی

 
References 

1. Dua HS, Gomes JA, King AJ, Maharajan VS. The 

amniotic membrane in ophthalmology. Surv 

Ophthalmol 2004; 49(1): 51-77. 

2. Riau AK, Beuerman RW, Lim LS, Mehta JS. 

Preservation, sterilization and de-epithelialization of 

human amniotic membrane for use in ocular surface 

reconstruction. Biomaterials 2010; 31(2): 216-25. 

3. Niknejad H, Peirovi H, Jorjani M, Ahmadiani A, 

Ghanavi J, Seifalian AM. Properties of the amniotic 

membrane for potential use in tissue engineering. Eur 

Cell Mater 2008; 15: 88-99. 

4. Tseng SC. Amniotic membrane transplantation for 

ocular surface reconstruction. Biosci Rep 2001; 

21(4): 481-9. 

5. Adly OA, Moghazy AM, Abbas AH, Ellabban AM, 

Ali OS, Mohamed BA. Assessment of amniotic and 

polyurethane membrane dressings in the treatment of 

burns. Burns 2010; 36(5): 703-10. 

6. Kakavand M, Yazdanpanah G, Ahmadiani A, 

Niknejad H. Blood compatibility of human amniotic 

membrane compared with heparin-coated ePTFE for 

vascular tissue engineering. J Tissue Eng Regen Med 

2015. [Epub ahead of print]. 

7. Schussler O, Shen M, Shen L, Carpentier SM, Kaveri 

S, Carpentier A. Effect of human immunoglobulins 

on the immunogenicity of porcine bioprostheses. Ann 

Thorac Surg 2001; 71(5 Suppl): S396-S400. 

8. Niknejad H, Yazdanpanah G, Ahmadiani A. 

Induction of apoptosis, stimulation of cell-cycle arrest 

and inhibition of angiogenesis make human amnion-

derived cells promising sources for cell therapy of 

cancer. Cell Tissue Res 2016; 363(3): 599-608. 

9. O'Reilly MS, Holmgren L, Shing Y, Chen C, 

Rosenthal RA, Moses M, et al. Angiostatin: a novel 

angiogenesis inhibitor that mediates the suppression 

of metastases by a Lewis lung carcinoma. Cell 1994; 

79(2): 315-28. 

10. Niknejad H, Deihim T, Peirovi H, Abolghasemi H. 

Serum-free cryopreservation of human amniotic 

epithelial cells before and after isolation from their 

natural scaffold. Cryobiology 2013; 67(1): 56-63. 

11. Niknejad H, Khayat-Khoei M, Peirovi H, 

Abolghasemi H. Human amniotic epithelial cells 

induce apoptosis of cancer cells: a new anti-tumor 

therapeutic strategy. Cytotherapy 2014; 16(1):  

33-40. 

12. Magatti M, De MS, Vertua E, Parolini O. Amniotic 

membrane-derived cells inhibit proliferation of 

cancer cell lines by inducing cell cycle arrest. J Cell 

Mol Med 2012; 16(9): 2208-18. 

13. Yazdanpanah G, Paeini-Vayghan G, Asadi S, 

Niknejad H. The effects of cryopreservation on 

angiogenesis modulation activity of human amniotic 

membrane. Cryobiology 2015; 71(3): 413-8. 

14. Ma KN, Thanos A, Chodosh J, Shah AS, Mantagos 

IS. A novel technique for amniotic membrane 

transplantation in patients with acute Stevens-

Johnson syndrome. Ocul Surf 2016; 14(1): 31-6. 

15. Hao Y, Ma DH, Hwang DG, Kim WS, Zhang F. 

Identification of antiangiogenic and antiinflammatory 

proteins in human amniotic membrane. Cornea 2000; 

19(3): 348-52. 



 

 

1- General Practitioner, Nanomedicine and Tissue Engineering Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, 
Tehran, Iran 
2- Department of Biomaterials, School of Biomedical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran 
3- Associate Professor, Nanomedicine and Tissue Engineering Research Center AND Department of Tissue Engineering and 
Regenerative Medicine, School of Advanced Technologies in Medicine AND Department of Pharmacology, School of Medicine, Shahid 
Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
Corresponding Author: Hassan Niknejad, Email: niknejad@sbmu.ac.ir 
 

 

www.mui.ac.ir 

 344 1396چهارم اردیبهشت ی / هفته424ی / شماره 35سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Received: 25.10.2016 
 

Vol. 35, No. 424, 4
th

 Week, May 2017 Accepted: 12.04.2017 

 

 
Evaluating the Effects of Fresh and Cryopreserved Amniotic Membrane  

on Viability of HeLa and MDA-MB-231 Cancer Cells and Angiogenesis  

of Rat Aorta Ring 

 
Maryam Zolghadr

1
, Khashayar Modaresifar

2
, Sara Azizian

2
, Hassan Niknejad

3
 

 

Abstract 

Background: Previous studies have shown that the amniotic membrane and its cells can be an appropriate choice 

for cancer treatment due to their anticancer properties. This research was designed to evaluate the impact of 

cryopreservation method on the anti-angiogenic and apoptosis induction properties of amniotic membrane.  

Methods: In this study, the cancer cells were treated with fresh and cryopreserved amniotic membrane  

condition medium during 24 hours and the percentage of cancer cells viability was determined using  

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. To evaluate the changes of 

angiogenesis, the rat aorta ring assay was examined for both fresh and cryopreserved amniotic membrane within 

7 days, and penetration and lack of penetration of fibroblasts-like and capillary-like cells of the aorta were 

evaluated in both amniotic epithelial and mesenchymal sides of fresh and cryopreserved amniotic membrane, in 

the presence and absence of epithelial cells. 

Findings: Viability of cultured cancer cells treated with condition medium of fresh and cryopreserved amniotic 

membrane decreased dose-dependently and no significant difference was observed between the fresh and 

cryopreserved amniotic membrane. The aorta ring assay in fresh and cryopreserved amniotic membrane revealed 

that the amniotic epithelial stem cells inhibited the penetration of fibroblast-like cells and angiogenesis. 

Moreover, the penetration of fibroblast-like cells was observed in both epithelial and mesenchymal sides of fresh 

and cryopreserved amniotic membrane, after the removing epithelial cells. 

Conclusion: According to the results of this study, cryopreserved amniotic membrane condition medium reduced 

the viability of cancer cells, as well as the fresh amniotic membrane condition medium. Moreover, it seems that 

the maintenance of epithelial cells layer and basement membrane of the amniotic membrane preserves the 

angiomodulatory properties of amniotic membrane in the cryopreservation method. 
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