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Abstract 

 

Background and purpose: Tissue engineering and cell therapy, as promising therapies, provide 

the opportunity to repair bone lesions and defects. Combined scaffolds, synthetic and natural polymers 

can provide a suitable structure for differentiation of Wharton Jelly mesenchymal stem cells (WJ-MSCs) 

into bone . In current study, the effect of lyophilized blood growth factors in promoting the process of 

osteogenesis is important.  

Materials and methods: In this study, PCL-Gel nanofiber scaffolds were prepared by 

electrospinning method. To prepare membrane, blood was collected from volunteers and its growth 

factors were extracted and loaded on nanofiber layers. They were then placed in a freezer at -20°C for 

three days and finally in a freezer for 48 hours. They were structurally examined by electron microscopy 

and sterilized by gamma rays. WJ-MSCs were then cultured on scaffolding. MTT and Real-Time PCR 

tests were performed to evaluate cell viability and expression of ALP, RUNX2, COLX, and COLI genes 

in the designed scaffold. 

Results: Findings showed that the viability, growth, proliferation, and the expression of WJ-

MSCs and osteogenic-specific genes were significantly higher at high concentration of blood derived 

growth factors/ polycaprolactone /gelatin-scaffold combination (P<0.001). 

Conclusion: High concentration of blood derived growth factors in designed scaffolds facilitated 

the osteogenesis process. 
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  درانـــازنــي م  ـكـــزش  ــوم پـ ـلـشـــگاه ع ــه دان ـ ـلــمج

  ) ١-١٢(     ١٤٠١سال     تير     ٢١٠شماره     سي و دوم دوره 

  ١٤٠١ تير،  ٢١٠وم، شماره  دوره سي و د                                       مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                              2

 پژوهشـي 

 

كتورهاي رشد  اف  وچند لايه نانوفيبري تركيبي داربست هاي  طراحي
 وژنز ئفرآيند استدر   ليوفيليزه ي خون

  
       ١مهديه قياثي

         ٢محمد مهديزاده 

  ٣ليلا خطيب شاد 

  چكيده 
كننده، اين امكان را جهت ترميم ضايعات و  هاي اميدوارمهندسي بافت و سلول درماني به عنوان درمان   و هدف:  سابقه 

-WJتوانند بستر مناسبي براي  هاي تركيبي، پليمرهاي سنتتيك و طبيعي ميتواند فراهم نمايد. داربست نقايص استخواني مي

MSCs  سلول دربه  سازند.  فراهم  را  استخواني  فرآيند   هاي  پيشبرد  در  ليوفيليزه  خوني  رشد  فاكتورهاي  تاثير  مطالعه    اين 

  استءوژنز حاءز اهميت مي باشد. 

همچنين بــراي تهيــه غشــا، از افــراد با روش الكتروريسي تهيه و   PCL-Gelهاي نانوليفي  ابتدا داربست  ها: مواد و روش 

  –٢٠  °Cهاي نانو فيبري لود گرديد. ســپس در فريــزر  آوري و فاكتورهاي رشد آن استخراج و بر روي لايه جمع خون داوطلب 

ساعت قرار گرفت و از لحاظ ساختاري با ميكروسكوپ الكتروني بررسي  ٤٨مدت در نهايت فريز دارير به روز و  ٣به مدت  

و  ها ها كشت داده شد. به منظور بررسي ماندگاري سلول بر روي داربست  WJ-MSCsو با اشعه گاما استريل گرديدند. در ادامه 

  انجام پذيرفت.   Real-Time PCR  و  MTTهاي  شده آزمون در داربست طراحي  COLIو   ALP ،RUNX2  ،COLXهاي  بيان ژن 

  هــاي ويــژه اســتخواني و بيــان ژن WJ-MSCsنتــايج حاصــل از مطالعــه نشــان داد مانــدگاري و رشــد و تكثيــر   ها:يافته

تــر داري بيشتر تركيب فاكتورهاي رشد مشتق از خون/ داربست پلي كاپرولاكتون / ژلاتــين بــه طــور معنــيدر غلظت بيش

  ).>٠٠١/٠P( است

  كرد. فرايند استئوژنز را تسهيل، هاي طراحي شده افزايش غلظت فاكتورهاي رشد خوني در داربست  استنتاج: 
  

  هاي بنيادي مشتق از وارتون ژلي/ ژلاتين، فاكتورهاي رشد خوني، استخوان، سلول پلي كاپرولاكتون  واژه هاي كليدي:
  

  مقدمه
فردي بــراي  استخوان سالم داراي توانايي منحصر به

 بازسازي خود به خود است. با اين حال، اگر بيمار يا ناحيه 

آسيب ديده بيش از اندازه خاصي باشد، پيوند اســتخوان 

 هــاي مختلفــي روش .  ) ١( براي بازسازي بافت مورد نياز است 

 براي بازسازي نقايص بافت استخوان بزرگ وجــود دارد

وگ، كه شامل پيونــد مــواد طبيعــي ماننــد اســتخوان اتول ــ

  ســراميك، ها و مواد مصنوعي مانند  ها، زنوگرفت آلوگرفت 

  ).٢(باشدمي هاپليمرها و كامپوزيت

جا كه هر كدام از مواد طبيعــي داراي معايــب از آن

بــه عنــوان   هاي مصنوعيداربستاخيرا  باشند،  خاصي مي

 ــ راي اســتخوان آســيب ديــده، مــورد توجــه جــايگزيني ب

 .)٣(اندمحققان قرار گرفته
  

  :mahdieh.ghiasi@yahoo.com  E-mail           علوم پزشكي تهران، مركز تحقيقات و بانك فرآورده هاي پيوندي ايرانه دانشگا تهران: - مهديه قياثي  مولف مسئول:

  علوم پزشكي تهران، تهران، ايران ه ايران، دانشگا مركز تحقيقات و بانك فرآورده هاي پيونديمهندسي بافت،   دكتراي .١

  دندانپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي قم، قم، ايران   جراحي فك و صورت، دانشكدهگروه ، دانشيار. ٢

 مركز تحقيقات و بانك فرآورده هاي پيوندي ايران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، تهران، ايران ،شيمي محض  كارشناسي ارشد. ٣

 ١٤٠١/ ٣/ ٣ تاريخ تصويب :             ١٢/١٤٠٠/ ٨ تاريخ ارجاع جهت اصلاحات :            ١٤٠٠/ ١١/ ٩  يافت :تاريخ در  
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  و همكاران ي  اثيق ه يمهد     

  3        ١٤٠١ تير،  ٢١٠دوره سي و دوم، شماره            علوم پزشكي مازندران                                                                                 مجله دانشگاه                

 پژوهشـي 

 

هــاي علمــي مهندســي بافــت در حال حاضر، چالش

 هاي سه بعدي (سه بعدي) زيست استخوان، ايجاد داربست 

 هاي در اشكال و اندازه   رپذير پذير و زيست سازگا تخريب 

 ).٤(اســت نيكي و تخلخل مطلــوبمختلف با خواص مكا

نانواليــاف الكتروريســي شــده زيســت ســازگار بــه علــت 

اي طور گســترده سطح بــه حجــم بــالاتر، بــه  سبتداشتن ن

از  د.نشــوبراي تحقيقات در مهندســي بافــت اســتفاده مي

ــواع نانوالياف ــان ان ــت مي ــده زيس ــي ش ــاي الكتروريس ه

ــازگار، مي ــاف پليسـ ــه نانواليـ ــوان بـ ــاپرولاكتونتـ  كـ

 ) )Polycaprolactone (PCL (   كه داراي خصوصيات مناسب 

هــاي جهت كاربردهاي پزشكي به منظور بازســازي بافت

 بــه دليــل PCL. سخت و بافت نرم بدن است، اشاره كــرد

و همچنــين ويژگــي   تخلخل و ساختار سه بعدي مناســب

پذيري و تاييديــه زيست سازگارپذيري و زيست تخريب

FDA  ٥(شــودكي استنفاده ميهاي مختلف پزشدر زمينه( .

هم يك ماده زيستي طبيعــي  )Gel (Gel (Gelatin)ژلاتين 

است كه  مولكولي بالا نوع پروتيين طبيعي با وزنو يك 

شود و توسط هيدروليز اسيدي يا قليايي كلاژن توليد مي

به دليل هزينه كم، عدم سميت سلولي و غير ايمن زايــي، 

و حمــل دارو كاربردهــاي بــالقوه در مهندســي بافــت 

منجر به تشــكيل   Gelو    PCLاستفاده تركيبي از    .)٦(دارند

حامل دارويي قــوي و داربســت مناســب بــراي مهندســي 

  ، هاي بســيار رغم مزيت علي  ، PCLبافت شده است. كاربرد 

 آب و سطحي سلولي شناسايي هايسايت فقدان به علت

 و تمــايز   تكثير  چسبندگي،  به دليل كاهش  ضعيف،  دوستي 

بــا  پليمــر اين تركيب رو،اين از باشد.مي محدود ،سلولي

در ســاخت داربســت پيشــنهاد  Gel مانند طبيعي پليمرهاي

را فــراهم   هاافــزايش تكثيــر ســلولشــرايط  گردد كــه  مي

ــدمي ــيط  PCL. )٧(كن ــدندر مح ــك ب ــدون فيزيولوژي ، ب

توانــد بــه عنــوان مي سلولي،اثرات نامطلوب بر متابوليسم 

 .)٨(هاي بنيادي عمل نمايــدسلوليك بستر مناسب براس  

 به دليل دارا بودن ســكانس شــبه ليگانــد   Gelطرف ديگر،  از  

سلول به   هاي سلولي در بهبود اتصالبسياري از اينتگرين

 هايي از قبيلهمچنين داراي ويژگي و داربست مؤثر بوده 

افــزايش چســبندگي، مهــاجرت، تكثيــر و تمــايز ســلولي 

 فاكتورهــاي پلاسماي غنــي از  هاي اخير  در سال  . ) ٩-١١( است 

مشتق   (PRGF(Plasma rich in growth factors))رشد 

ــيار  ــذابيت بس ــاختي ج ــكي بازس ــون در پزش ــده از خ ي ش

  بــه خــاطر خصوصــيات ذاتــي   PRGFاند.  دست آورده هب

و داشــــتن انــــواعي از فاكتورهــــاي رشــــد ماننــــد 

TGFβ1(Transforming growth factor beta 1) ،

IGF-1 (insulin-like growth factor 1) ، 

PDGR (Platelet-derived growth factor) و  

VEGF (Vascular endothelial growth factor) ،

هــاي نــرم و ســخت و سبب افزايش ســرعت تــرميم بافت

ها و در نهايت آزادســازي فاكتورهــاي فعالسازي پلاكت

ــن،  .)١٣ ١٢(گــرددها ميرشــد و ســايتوكاين عــلاوه بــر اي

ها در فرآينــد بهبــودي و مســير ها و كموكايننسايتوكاي

  كننـــده سيســـتم ايمنـــي نقـــش دارنـــد، يعنـــي تنظيم

IL-1β (Interleukin 1 beta)  ،IL-8(Interleukin-8) ،

MCP-1(Monocyte chemoattractant protein-1) ،

MCP-2،MCP-3(Monocyte chemoattractant protein-3) 

  RANTES (Regulated upon Activation, Normalو 

)T Cell Expressed and Presumably Secreted   

گيري كرد. اســتفاده از فعال اندازه   PRGF  توان دررا مي

فاكتورهاي رشد خوني و تشكيل داربست به جهت انجام 

سزايي در مهندسي بافت دارد و هفرآيند تمايز از اهميت ب

كننــده بــه جهــت تواند بــه عنــوان يــك عامــل كمكمي

بــا توجــه بــه ضــرورت   سطح مواد سنتتيك باشد.  اصلاح

بازسازي استخوان در اولين لحظات، همــاتوم نامتعــادل و 

تشكيل بافت گرانوله ممكن است باعث تاخير در تــرميم 

و عملكرد ناكارآمد استخوان شــود. بــراي جلــوگيري از 

ممكـــن اســـت توســـط  PRGFايــن نتـــايج نـــامطلوب، 

HGF(Human growth factor) ــود در ــانع  موج آن م

تشكيل بافت فيبري و مهار التهاب شود كه ايــن عمــل بــا 

، كه دخيــل nuclear factor-kBتنظيم عامل پايين دستي 

پــذيرد. از ســوي باشــد، صــورت ميدر پاسخ التهــابي مي

ها، ميزان عوامل پيش التهــابي و ديگر، با فقدان لكوسيت
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  وژنز ئاست  دنيدر فرآ  يبي ترك  ي داربست ها  يطراح
 

  ١٤٠١، تير  ٢١٠سي و دوم، شماره  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                                        دوره             4

پروفيبروتيك در محل آسيب، احتمــالاً بــه ايجــاد تعــادل 

از ديگر عناصــر   .)١٤-١٦(كنندافت استخواني كمك ميب

 دخيل در مهندسي بافت، ســلول هــاي بنيــادي مزانشــيمي

MSCs(Mesenchymal Stem Cells))(  ــه ــتند ك هس

  داراي توانـــايي خـــود نـــوزايي و تمـــايز بـــه انـــواع 

  هــــا را از تــــوان آنهــــا بــــوده و مياز بافتمختلفــــي 

 WJ-MSCsميــان، از ايــن  ).١٧(جدا نمــودمنابع مختلفي 

)Wharton's Jelly Mesenchymal Stromal Cells ( 

هستند و حالت ميــاني بــين    ژله وارتون هاي بنيادي  كه سلول 

) و  Embryonic Stem Cslls: ESCهاي بنيادي جنيني( سلول 

MSCs   كننده حداقل واكنش ايمني و اثرات تعديل با هاي بالغ 

ل براي مهندسي آدهند، كانديدي ايده را نشان مي،  ايمني

اهميــت توجــه بــه    بــا  ).١٨(رودبه شمار ميبافت استخوان  

 بر داربســت   WJ-MSCsبررسي بر  حاضر  ، تمركزمطالعه موضوع 

  بود. تنيبرونتحت شرايط   PCL-Gel/PRFMتركيبي 

  

  هامواد و روش
منظور انجــام باشد و به  اين مطالعه از نوع تجربي مي

)  IR.IAU.Qom.REC.1395.23كــد اخــلاق (  اين طــرح،

  قم دريافت گرديد.  از دانشگاه آزاد اسلامي 
  

  WJ-MSCsو تكثير  كشت جداسازي،

بند ناف در محلول فسفات بافر سالين   در ابتدا نمونه

)PBS(Phosphate-buffered salineدرصــد ١ ) حــاوي 

ــي ــك آنتــــ ــيلين بيوتيــــ ــين - پنيســــ  استرپتومايســــ

(Pen/Strep(penicillin/streptomycin) داده  شستشــــو 

 ٠٧٥/٠( ١تيــپ  كلاژنــاز و ســپس هضــم آنزيمــي ( دش ــ

آن با محيط  از پس  .دقيقه انجام شد ٤٥درصد)) به مدت  

α-MEM  درصد  ١٠حاويFBS(Fetal bovin serum) 

 دقيقــه  ١٢  مــدت  به  ١٨٠٠  rpmدور    خنثي و در نهايت با

   كشــت  محــيط  در  ســلولي  رســوب  و  گرديده   سانتريفيوژ

α-MEM حـــــاوي ،FBS و درصـــــد ٢٠ Pen/Strep ١ 

بــا  انكوبــاتور داخــل در شــد. ســپس درصــد كشــت داده 

  گرفت. درصد قرار ٥ CO2 و ٣٧°Cدماي 

    WJ-MSCsبررسي ماركرهاي سطحي 

بـــا  CD105و  CD34 ،CD44 ،CD90ماركرهـــاي 

 ســاخت  FACS caliberدســتگاه  با روش فلوسايتومتري

  شد. انجام B.D شركت
  

 ن هويــت هاي اســتخواني (تعيــي ســلول   بــه   WJ-MSCs  تمــايز 

  چند تواني سلول ها)

MSCs-WJ  )هاي پليت   ها در ) بر روي داربست ٥× ٤١٠ 

 درصــد   ١٠  حاوي   α-MEMشامل    تمايزي   محيط   با   خانه  ٦

FBS  ،درصد  ١Pen/Strep، گلوتــامين، - مولار الميلي ٢

ــولارميلي ١٠ ــا م ــرول- بت ــفات، گليس ــانو ١٠٠ فس  مولارن

ــازون و  ــيد ٥٠دگزامت ــكوربيك اس ــولار آس  ــ ميكروم  هب

انكوبــه   CO2  درصــد  ٥و    ٣٧°Cدر دماي    روز  ٢١  مدت

 بــه  رد  آميــزي آليــزارين  رنــگ  ارزيابي تمايز،  شد. براي

  .گرفت كلسيمي صورت ذخاير تشخيص منظور
  

 ت ي ــهو   ن يــي (تع هاي غضــروفي  ســلول   بــه   WJ-MSCs  تمــايز 

   سلول ها) يچند توان

MSCs-WJ )ــر رو) ٥ × ٤١٠ ها در داربســــت يبــ

ــاتيپل ــه  ٦ يه  ــخان ــا مح ــيط ب ــاوي مح ــايزي ح يط تم

DMEM-High glucose  نـــــانوگرم  ١٠وTGF-β3 ،  

 دگزامتــازون،  ميكرومولار  ١،  BMP-6،  ITSنانوگرم    ١٠

 درصـــــد ١ فسفوآســـــكوربات و- ٢ ميكرومــــولار ٥٠

Pen/Strep    روز در دماي    ٢١به مدتC°درصــد  ٥و  ٣٧

CO2  آميزيرنــگ  روش  بــا  انكوبه شــد. ارزيــابي تمــايز 

  انجام شد.اختصاصي آلسين بلو 
  

  PRFM  Gel/PCL -ساخت داربست

Gel/PCL  ــا در اســيد استيك/اســيد  ٣٠:٧٠نســبت ب

آماده و جهت الكتروريسي اســتفاده   ١:٩با نسبت    فرميك

ــد. نانوالياف ــاني ش ــازه زم ــا در ب ــرعت  ٢ه ــاعت و س   س

ml/h  2   و با چرخشrpm ولتاژ  ٢٥٠KV آوري جمع ٢٥

هاي ه و به لايهرا تهي  PRFMشد. در مرحله دوم نيز غشا  

شود. به اين ترتيــب كــه ابتــدا از هــر نانوفيبري افزوده مي

همــراه بــا مــاده ضــد ليتر خــون  ميلي  ٢٠يك از داوطلبين  

آوري و پــس از دو بــار ســانتريفوژ بــا انعقاد سيتراته جمع
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تغليظ پلاكتي انجام  ١٢ minبه مدت  ١٨٠٠  rpmسرعت 

 2CaCl١٠  ترتيب كه بــا افــزودنتهيه شد. بدين  PRGFو  

بــر روي صــفحات نــانوفيبري داربســت  PRGFدرصد به 

ها بــا اســتفاده از چند لايه تركيبي تشكيل شــد. داربســت

  .)١(تصوير شماره  استريل شدند UVاشعه 
  

 
  

و    PCLوزن    PRFM-  Gel/PCL    :(A)مراحــل ســاخت    : ١تصــوير شــماره  

GEL،  (B)  سازيمخلوط كردن با اسيد و همگن، (C) الكتروريســي، 

(D)  تهيه    ،هاي نانوفيبريلايه(E)  خونگيري از داوطلبــين،  (F)   تخليــه

و  min١٢ ســانتريفوژ بــه مــدت (G) ، ٩ ml هايخون در داخــل لولــه

rpm١٨٠٠  ،(H)  قرار گيري فلكتورهاي رشد مشتق از خــون بــر روي

لــود   (I)  ،هاي نانوفيبري و فريز دراير به منظور تشــكيل داربســتلايه

  PRFM -.Gel/PCLتركيبي    ژله وارتون بر روي داربست بنيادي  هاي  سلول 

  

  با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني  داربست بررسي ساختار  

با   ها،ساختار داربست  مشاهده مورفولوژي  بررسي و

ساخت كشــور  VEGA/TESCANII استفاده از دستگاه 

  .شدانجام  دانشگاه اميركبيربلژيك موجود در 

  

  MTT تست

 MTTگيري جي بــراي انــدازه يك روش رنگ ســن

ــده  ــر و زن ــزان تكثي  ــ مي ــراي .)١٩(ها اســتســلول دنمان  ب

 ، PRGF توسط  تيمار   جهت   غلظت   بهترين   آوردن   دست ه ب 

MSCs-WJ )ــت )١× ٤١٠ ــر روي داربس ــتب  داده  ها كش

  ها بــا روز ميــزان مانــدگاري ســلول  ٣طــي    از  پس.  شدند

  

MTT )ml/mg ــاي) در غلظت٥ ــي هـ  PRGFاز  مختلفـ

 در ELISA Reader دستگاه  از استفاده  با)  50%،  20%(

  گرديد. گيرياندازه  انومترن ٥٧٠ موج طول
  

  تمايز به سلول هاي استخوان

ــايز ــت از ) ٥× ٥١٠( MSCs-WJ تمـــ در دو غلظـــ

PRGF  هاي ويــژه ســلولهــاي  به منظور بررســي بيــان ژن

ــذيرفت و ااســتخواني  ــس از گذشــت نجــام پ روز،  ٢١پ

هاي وي هاي تيمار شده به جهت بررسي بيان ژنداربست

مورد  ReaTime- PCR هاي استخواني با روشژه سلول

  بررسي قرار گرفتند.
  

   ReaTime- PCRها با روش بررسي بيان ژن

هاي تيمار شده جهت استخراج منظور داربستبدين

RNA   ها در ازت مــايع در ابتــدا داربســت  شدند.  استفاده

   بــا اســتفاده از كيــتهــا  RNA ســپسخــرد شــده و 

Bioneer Co., Daedeok-gu, Daejeon, Korea)(  و

هــا   RNA  .ديدناستخراج گرد  ،مربوطهق دستورالعمل  طب

ــاخت بلا ــت س ــله جه ــت  cDNAفاص ــتفاده از كي ــا اس ب

)(Korea., Co Bioneer RT Premix ®AccPower 

 از كيــت Real-Time PCRند و مورد استفاده قرار گرفت
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Austin, TX, USA)  ــتگاه و    دســ

Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine .

(Corbett Life Science, Australia)   انجام گرفت. در اين 

 شــد.استفاده    "اكتين  - بتا"داري مرجع  از ژن خانهمطالعه  

 توســط مــوردنظر    هاي رايمرهاي اختصاصي ژن مرجع و ژن پ 

)software, Primer version 3 (Applied Biosystems 

Express USA, TX, Austin  جــدول شــدندطراحــي) 

  ).١ شماره 

  ReaTime- PCR  جهت انجام پرايمرهاي مورد استفاده    : ١  شماره   جدول 
  

 Sense strand Antisense strand Size of product ژن ها

β-actin TGGGGTGGCTTTTAGGATGG AGGTTCACAATGTGGCCGAG 114 bp 

RUNX2 CTTGGGTGGGTGGAGGATTC TGGCAGTCACATGGCAGATT 136 bp 

COLX GCTGAACGATACCAAATGCC TGGTGGACCAGGAGTACCTT 132 bp 

COLI CTCCTGGAGCATCTGGAGAC GTCTCACCACGATCACCCTT 122 bp 

ALP AGGGGAACTTGTCCATCTCC GTACTGGCGAGACCAAGCGCA 200 bp 
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 ــ ــانسب ــاليز واري  و تســت ANOVA ا اســتفاده از آن

LSDــ  ــد و ســطح داري داربســتي، معن ها بررســي گردي

  مشخص شد.  >٠٥/٠Pداري با ارزش عنيم

  

  هايافته
  WJ-MSCsكشت 

ايــن   مورفولوژي در زير ميكروســكوپ،  بررسي  در

 فيبروبلاستي و شكل دوكي تقريباً ظاهري داراي  هاسلول

  ).٢شماره  تصويرهستند (

  

  
  

 زيرميكروســكوپ WJ-MSCs  مورفولــوژي  بررســي  : ٢تصوير شماره  

  )٢٠ Xمعكوس (بزرگنمايي  نوري

  

  وسايتومتريفل

  هاي بنيــادي ژلــه وارتــون بــه ماركرهــاي ســلول

ــب  ــامل  ترتي )  Dو    A  (CD34   ,B ( CD44 ,  C  (CD90ش

CD105 . نشـــان داده شـــده  تصـــويركـــه در طوريهمان

ــلول ــن سـ ــت، ايـ ــاي اسـ و  CD44 ،CD90ها ماركرهـ

CD105 هاي را كـــه از ماركرهـــاي اختصاصـــي ســـلول

ــان نموده  ــون هســت را بي ــه وارت ــادي ژل ــدبني   (نمــودار  ان

  .)١شماره 

  

  ليفينانو داربست هاي بررسي ساختار

هاي داربســت ســاختاربررســي و مشــاهده   به منظــور

ــاف تهيــه  ــطح الي ــاويري از س ــده، تص ــي ش   الكتروريس

  

  

بــا   Gelو    PCLابتــدا    A). در شكل  ٣تصوير شماره  شد (

روش الكتروريسي تهيــه و قطــر نانواليــاف بــا اســتفاده از 

ــي ــكوپ الكترون ــكل  ميكروس ــد. در ش ــخص ش ، Bمش

ــه مركــب از داربســت ــد لاي ــده چن ــه ش   و  PCLهاي تهي

Gel    وPRFM   بر روي هم قــرار گرفتــه و ضــخامت هــر

كدام از صفحات با ميكروســكوپ الكترونــي نشــان داده 

  شده است.

  

  
  

و  A    (CD34   ،  B   ( CD44 ،  C  (CD90بيان ماركرهاي    : ١شماره    تصوير 

D (CD105 ه وارتوندر سلول هاي بنيادي ژل  
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تصاوير ميكروسكوپ الكتروني: از سمت چــپ بــه   :   ٣شماره    تصوير

  B (PCL/Gel -PRFM،  ٧٠/٣٠ A   (PCL/Gelراست به ترتيب:  

  استخوان و غضروف هايسلول به  WJ-MSCs تمايز

  

رســوب قرمــز رنــگ بــه عنــوان رســوب كلســيم بــا 

هاي تمايز يافتــه در سلولAlizarin Red-S آميزي رنگ

. در تشخيص داده شد ٢١هاي استخواني در روز لبه سلو

ــلول ــد از س ــروف بع ــه غض ــه ب ــايز يافت ــادي تم هاي بني

و ايجاد كنتراست با نوكلئار  Alcian blueآميزي با رنگ

فست رد، ماتريكس خارج سلولي شديداً آبي شده، كــه 

هاي ســولفاته در دهنده حضور گليكوزآمينوگليكاننشان

  .)٤ره شما تصويرماتريكس است (

  

  
  

ــوير ــماره  تص ــايز : ٤ش ــه WJ-MSCs تم ــلول  ب اســتخواني و  هايس

 Alizarinبــا  آميــزي رنــگ )a( غضروفي زير ميكروسكوپ نــوري.

Red-S ــلول  روي ــايز هايس ــه تم ــه يافت ــلول  ب ــا  هايس ــتخواني ب اس

هاي روي ســلول  Alcian blueآميزي بــا رنــگ (b) ٤٠ Xبزرگنمايي 

  ٢٠ Xفي با بزرگنمايي  هاي غضروتمايز يافته به سلول 

  

  MTT آزمون توسط WJ-MSCs مانيزنده   بررسي

بــر ميــزان  ٣ روزدر  PRGFهاي مختلــف  اثر غلظت

گرديــد. در  بررســي WJ-MSCsهاي  زنده مانــدن ســلول

 درصــد ٥٠تــرين مانــدگاري در غلظــت بيش ٣روز طــي 

  ).٢ شماره  نمودار( ديده شد

  
  

اثير غلظت هاي مختلف تحت ت  WJ-MSCs  بررسي  : ٢شماره    نمودار

PRGF  غلظت. بيشترين  PRGF  بــر بقــاء ترين تــاثير را بيش ٣ روز در

ــلول  ــت ســ . )* P> ٠٥/٠، ** P> ٠١/٠و  *** P> ٠٠١/٠(ها داشــ

  اند.گزارش شده   SEM±نتايج به صورت ميانگين  
Control (PCL/Gel-Stem cells),  

Groupe1:2nanofiber/1PRGM (20%),  

Group2:3nanofiber/2PRGM (50%) 
  

  Real-Time PCR  توسط   استخوان به    WJ-MSCsتمايز  بررسي  

هــاي روز بيــان ژن ٢١پــس از  نتــايج نشــان داد كــه

,ALP  RUNX2  ,  Coll X  ,  Coll I    درگروه با غلظــتλ  ٣٦ 

تــر اســت داري بيشطور معنــينسبت به گروه كنتــرل بــه

  ).٣(نمودارش ماره 

  

  
  

) A  :هــابــر بيــان ژن  PRGFي  غلظت هابررسي تأثير  : ٣شماره  نمودار  

ALP    ،B  (RUNX2  ،C(COLX    وD  (COLLI) .٠٠١/٠  <P ***   و

٠١/٠  <P ** ،٠٥/٠  <P * .(  
Control (PCL/Gel-Stem cells),  

Groupe1:2nanofiber/1PRGM (20%),  

Group2:3nanofiber/2PRGM (50%) 
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  بحث
ــال ــر تلاشدر س ــت هاي اخي ــياري در جه ــاي بس ه

هاي صدمات استخواني با سلول  هاي مختلفدرمان مدل

هاي سنتتيك و طبيعــي بنيادي مزانشيمي و انواع داربست

طور هاي بنيــادي مزانشــيمي بــهانجام شده است. از سلول

 ) ٢٠( هاي انســاني صورت تزريقي موضعي در مدل گسترده به 

 هاي مختلف زيست ها بر روي داربست و كشت اين سلول 

استفاده شده كه هنوز نتايج رضايت بخشي  پذير،تخريب

  .)٢١(حاصل نشده است

كه نانوفيبر تركيبــي بــا   داد  نشان  نتايج مطالعه حاضر

PRGM ــت ــا غلظ ــد بيش ٥٠ ب ــر بقــاء و درص ــرين اث ت

هاي هاي ويژه ســلولو بيان ژن WJ-MSCsماندگاري بر  

  استخواني دارد.

پليمرهاي طبيعــي، هنگــامي كــه بــه تنهــايي اســتفاده 

شود، مستعد تخريب سريع تر در مقايسه با پليمرهــاي مي

و همكــاران در پژوهشــي نشــان   Renباشــد.  مصنوعي مي

 تواند مي   PCL/Gelدادندكه ساختارهاي نانوليفي تركيبي از  

به عنوان يك غشا مناسب براي بازسازي بافت اســتخوان 

 در نظر گرفته شود و مطالعه ميكروسكوپ الكتروني روبشي 

  ). ٢٢( تصادفي داشتند   نشان دادكه الياف مورفولوژي صاف و 

- شان داد كه كمپلكس كوئرســتينن  Preeth  مطالعه

ــانو اليــاف  ــهمي PCL/Gelروي در ن عنوان يــك توانــد ب

عامل دارويي براي درمان و تقويت و بازسازي اســتخوان 

اين مطالعه همراستا با نتايج مطالعه حاضــر   .)٢٣(عمل كند

تــوان ســطح نــانوفيبر را بــا دهــد كــه مياست و نشــان مي

  افزودن عوامل ديگر بهبود بخشيد.

Binulal  و همكـــــاران از داربســـــت نـــــانوفيبري

PCL/Gel  هاي بنيــادي الكتروريسي شده به همراه ســلول

هاي براي مهندسي بافت استخوان استفاده كردند. ســلول

هاكشت داده شدند وبا موفقيت  بنيادي مزانشيمي بر روي آن 

دهنده هاي استئوبلاســت تمــايز يافتنــد كــه نشــانبه سلول

 اين سيستم براي كاربردهاي ترميم عملكرد زيستي مناسب  

و همكاران از   Kimدر مطالعه ديگر،    ).٢٤(استخوان است

و فســفات كلســيم   PCL/Gelساختار تركيبــي نانواليــاف  

بــراي بازســازي اســتخوان  BMP-2دوفازي براي تحويل  

ــار ســـلولي بـــر روي  ــد. مطالعـــات رفتـ ــتفاده نمودنـ اسـ

هاي هاي مختلف ايــن را ثابــت كــرد كــه ســلولداربست

به طور قابل   BMPهاي حاوي  كشت شده بر روي الياف

دهنــد. توجهي تكثير و چسبندگي ســلولي را افــزايش مي

ــد در مــدل موشــي در ناحيــه اســتخوان  همچنــين در پيون

جمجمه تفاوت قابل توجهي در ترميم با نانوالياف حاوي 

BMP  ٢٥(وجود دارد(.  

هــا پلاكتدر مطالعات اخير مشخص شده است كه  

 ،كنندمختلف را آزاد مياز فاكتورهاي رشد   ايعهمجمو

ــد  ــواملي ماننـ ــد PDGF ،TGFbeta1عـ ــاكتور رشـ ، فـ

 )، فاكتور اصلي VEGF-A، اساساً  VEGFاندوتليال عروقي( 

ــهbFGFرشــد فيبروبلاســت ( ــين ب  FGF-2عنوان ، همچن

)، فــاكتور HGFشود)، فاكتور رشــد كبــدي (شناخته مي

رآينــدهاي تــرميم كــه ف  IGF-1) و  EGF(اپيــدرمي  رشد  

  ).٢٦(كنندرا تنظيم مي زخم

هاي مهندسي بافت منجر به كاربرد گسترش تكنيك

هاي تغليظ شــده در فرآينــد بازســازي و افــزايش پلاكت

جراحي دنــدان هاي  كيفيت بهبودي بيماران تحت درمان

هاي در تمــام تخصــص PRGFو ســبب تســهيل كــاربرد 

انجــام شــده در يك مطالعه تصادفي  ).٢٧(گرديدپزشكي 

در مدل حيواني سگ با استئوآرتريت شديد نشان دادنــد 

باعــث بهبــود عملكــرد   ASCsكه پيونــد داخــل مفصــلي  

ــا  ــين در  .)٢٨(مــاه شــد ٦فيزيكــي و كــاهش درد ت همچن

بررسي  PRGF سگ در حضور  ASCsتني،  شرايط برون

 ASCsشــدند. نتــايج گويــاي ايــن مطلــب بــود مشــابه بــا 

يابــد. افزايش مي  ASCsا و تمايز  انساني، رشد، تكثير، بق

 ASCsرود كــه  براساس مطالعات آزمايشگاهي، انتظــار مــي 

داري را بهبودي قابل توجــه و معنــي  PRGFفعال شده با  

موافق با اين مطالعــه در نتــايج بدســت   ).٣٠ ٢٩(ايجاد كنند

باعث افزايش بقا و   PRGFآمده مشاهده شد كه افزودن  

 مزانشيمي مشتق از ژله وارتون هاي بنيادي ماندگاري سلول 

هاي استخواني نيــز شده است. همچنين در تمايز به سلول

  تاثيرگذار است.
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 پژوهشـي 

 

Anitua  و همكــاران نقــش كنســانتره پلاكتــي را در

كاهش التهاب بافت و افــزايش عــروق اســتخواني نشــان 

درصــد ميــزان بقــاي   ١٠٠يك مطالعه بــاليني،    .)٣١(دادند

ي را در بافت نرم با ستفاده از ايمپلنت و بهبودي قابل قبول

PRGF  ٣٢(نشان دادند(.  

ــه  ــرد كــ ــخص كــ ــه مشــ ــك مطالعــ ــايج يــ   نتــ

Bovine bone mineral(BBM)  وقتي همراه باPDGFs 

شود، به عنــوان يــك داربســت مناســب بــراي استفاده مي

باشد. با توجه به فرايند يازسازي بافت استخوان جديد مي

نتــايج   BBM/PRGFهاي درمان شــده بــا  استئوژنز، محل

بهتري در مقايسه با گروه بيومتريال به تنهايي نشان دادند. 

طور قابل توجهي به PRGFجالب توجه است، استفاده از 

باعث افزايش قابل توجه تماس بيومواد با اســتخوان شــد. 

در  BBM/PRGFعلاوه بر اين، در نقايص درمان شده با 

 ٨و   ٢از  مقايسه با گــروه بهبــود يافتــه خودبخــودي پــس  

تــري هفتــه پــس از پيونــد تشــكيل اســتخوان جديــد بيش

نتيجه بررسي يك مقاله مروري اين بود   ).٣٣(مشاهده شد

همراه با جــايگزين اســتخوان باعــث افــزايش PRGF كه 

شود و همچنين ممكن زايي استخوان ميبازسازي و رگ

اســت باعــث كــاهش التهــاب و كــاهش خطــر عــوارض 

  .)٣٤(جانبي شود

PRGF  تواند به عنوان يك حامل مناســب بــراي مي

ADSCs ها باشد و از بازســازي اوليــه اســتخوان اطمينــان

هــا حاصل كرد. سطح بالاي فاكتورهاي رشــد از پلاكت

هاي فعال بيولــوژيكي نقــش شوند و اين پروتئينآزاد مي

كننــد: مشــخص شــده مهمي در بازســازي بافــت ايفــا مي

وي سلول هــاي ميتوژنيك قوي بر راثر    PDGFاست كه  

توليد  در  موثر    TGF  )،٣٦ ٣٥(ها داردبنيادي و استئوبلاست

و  ) ٣٧( اســت   در رگ زايي   VEGFماتريكس خارج سلولي،  

EGF  ها ها و پــيش استئوبلاســتدر تحرك فيبروبلاست

علاوه بر اين، فيبرين، در اتصال، رشــد   ).٣٨(دخيل هستند

و تكثيــر ســلولي و در رگزايــي از طريــق تحريــك رشــد 

نتايج بــه دســت   ).٣٩(كندهاي اندوتليال شركت ميلولس

كه   دهدتني نشان ميآمده از يك مطالعه در محيط برون

تركيبي از سطوح تيتانيوم با غشا فيبريني كلاتــه مشــتق از 

هاي استئوبلاست تواند تمايز سلولپلاسماي اتولوگ مي

 هاي بنيادي مزانشيمي، توليد ماتريكس اســتخواني از سلول 

هــاي دنــداني ســاخته يفيه و ادغام استخواني ايمپلنتكلس

شــده از تيتــانيوم را بــه حــداكثر برســاند. غشــاي فيبرينــي 

كلاته مشتق از پلاســما در بــالين باعــث افــزايش رســوب 

 در  ). ٤٠( شــود هاي تيتــانيومي مي استخوان در اطراف ايمپلنت 

هاي پژوهشي مشخص شد كه قابليت رشد و تكثير سلول

 يمي مشتق از بافت چربي در داربست پلاســماي بنيادي مزانش 

تواند شــرايط مناســبي را غني از پلاكت بيشتر است و مي

در پــژوهش  .)٤١(ها ايجــاد كنــدبراي رشد و تكثير سلول

انجام شده نشان داده شد كه استفاده از پلاسماي غنــي از 

  كننــده درعنوان يــك عامــل كمكفاكتورهاي رشــد بــه

تواند بــه باشد و ميمي  PCL/Gel  كيفيت نانوفيبر  افزايش 

  هاي ويژه استخواني كمك كند.افزايش سطح بيان ژن

ـــستم ــه دارب ــان داد ك ــر نش ــه حاض ــي  طالع تركيب

PCL/GEL-PRFM   باعــث افــزايش رشــد و   تهيه شـــده

هــاي ويــژه و همچنين افزايش بيان ژن  WJ-MSCsتكثير  

  استخواني در محيط برون تني شد.

توانــد افــزايش ربســت ميدر تهيه دا  PRGFافزودن  

  را به استخوان تسهيل نمايد.  WJ-MSCsتمايز 
  

  سپاسگزاري
هاي پيوند ايران از مركز تحقيقات و بانك فرآورده 

ــار  ــاتي را در اختي ــايت مطالع ــتفاده از س ــت اس كــه فرص

  گذاشتند، سپاسگزاريم.
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