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  : (BMSCs) مزانشيمي مغز استخواني ها سلول به همراه )Ch-G( ژلاتين –كيتوسان نازك يغشا
  پانسمان به عنوان يك بيوچسبمدلي نوين 

   

  
    5/12/93  :پذيرش تاريخ؛         29/10/93 :مقاله دريافت تاريخ

  
از ديـر بـاز   ها  يدگيبرو ها  وارده بر بدن مانند انواع زخمهاي  بيو آس صم نقيترمبراي مختلفي هاي  روش: زمينه و هدف
كـه  د نشو مي به كارگيريزيادي براي اهداف داخل بدن  زيست سازگارمواد  .استو مورد استفاده قرار گرفته  وجود داشته

ي مزانشيمي مغـز  ها سلولبه ويژه  ها سلولگيري استفاده و به كاراخيرا  ،از طرفي. باشند ها مي و ژلاتين از جمله آنكيتوسان 
 مـورد تروفيك در تسـريع بهبـود و تـرميم    هاي  به دليل توليد انواع و اقسام فاكتورهاي رشد و فاكتور )BMSCs( استخوان

  .توجه فراوان قرار گرفته است
،مخلـوط  يختگ ـيروش راز  )Ch-G(حاصل از محلول پليمـري   نازكي غشايك نوع  مطالعهن يدر ا: ها مواد و روش 

بـه   
غشـاي   يروبـر   ،پاسـاژ  چهار مرحلهپس از  BMSCsي ها سلول براي اين منظور .ديتهيه گرد BMSCs يها سلولهمراه 
خلـوص و  ميـزان   ،توسـط ميكروسـكوب اينـورت    BMSCsي ها سلول شكلچسبندگي و  .كشت داده شد )Ch-G(نازك 

  .قرار گرفت يد بررسمور شيميبه روش ايمنوسيتو پس از روز ششمها  بودن آن ياديبن
ج ينتـا . بر روي غشا داشتند و مرگ سلولي اندك اين مدت تكثير مناسبدر طول  ها سلولن ينشان داد كه اتصاوير  :ها يافته
  .داشتشاهد سه با گروه يدر مقا) Ch-G(غشاي نازك  يبر رو ها سلولبين  از عدم اختلاف معني دار يحاك

 رشد و تكثير مناسب ،)Ch-G(غشاي نازك توانند بر روي  به راحتي مي  BMSCsيها سلولبا توجه به اينكه : نتيجه گيري
از نقـص   ترميم بعضيجهت غشا به عنوان يك بيوچسب پانسمان  -پوشش مناسب از سلول تواند مي بنابراينداشته باشند، 

  .مورد استفاده قرار گيرد استخوانيهاي  و شكستگيها  زخم ،ها
  

  غشاي نازك ،BMSCsي ها سلول ،يتوسانك ،ژلاتين :يديكل كلمات
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   مقدمه
هـاي   به ويژه نقـص  م نقصيترممختلفي براي هاي  تاكنون روش
قـرار گرفتـه انـد، در    ابـداع شـده و مـورد اسـتفاده      جزيي استخوان

، مشكلاتي همچون، عدم زيست سازگاري و زيست قبليهاي  روش
، انسـمان و در نتيجـه درد  به تعويض پتخريب پذيري پانسمان، نياز 

زيادي بـراي رفـع   هاي  تلاش 1. عفونت و ايجاد اسكار وجود داشت
چشـمگيري بـراي   هـاي   و امـروزه موفقيـت   انجام گرفتهاين مشكل 

 دندستيابي و معرفي موادي كه كمترين ضرر را براي بدن داشته باش

 ـ كيتوسـان  .به دست آمده است   مر متشـكل از دو واحـد  يپلك كـو ي
N-acetyl-glucosamine  وN-glucosamine در كنـار هـم   كـه   است

 ـتوسان يك. اند قرار گرفته  ـك كربوهي  ـيدرات اصـلاح شـده از ك  ي  نيت
عت پس از سـلولز  يطبمر فراوان در يوپلين بيعنوان دومه باشد و ب مي

، مهـاجرت و رشـد   يك مربوط به چسـبندگ ينتيس  2.شود مي شناخته
 بـه  يها بستگ بروبلاستيا و فه تينوسيمانند كرات ها سلولاز  يتعداد

 ـتخر .ان داردستويك(DDA)  ونيلاسيدرجه است  يم ـيآنز يريپـذ   بي
 يس خـارج سـلول  يكه بـه مـاتر   يان همراه با شباهت ساختارستويك
بعضـي از   ميشود كه در ترم يدارد باعث م) ها كانينو گليكوز آميگل(

 ـ .ت باشـد يار با اهميبافت استخوان بس مانندها  بافت  يمـر يلن پيژلات
را در  ياريبس ـ يشود و كاربردها مي است كه از كلاژن مشتق يعيطب
 ـ. به خود اختصاص داده است ينه پزشكيزم ن متشـكل  يساختار ژلات

است اما نسبت به ساختار كلاژن از نظـم   يديپپت يپلهاي  رهياز زنج
درهـم  هاي  كه فاقد ساختمان رشته يطوره برخوردار است ب يكمتر

 يمريپل ياست كه محتو ياز معدود مواد يكين يژلات. ده استيچيپ
 .دهند مي ليدها تشكينواسيآن را آم% 98كه حدود يآن بالاست بطور

 ت خوب آن در آب است كـه ين حلاليد ژلاتيمفهاي  يژگياز و يكي
 ـونـد ه يجاد پيتواند با آب وارد واكنش شده و ا مي  ـنما يدروژني  3.دي

، يپزشـك  يدر كاربردها يعيمر طبين پليدر استفاده از ا يمشكل اصل
ط بدن به ين در محين ژلاتيهمچن. ن ماده استيا يعدم استحكام كاف

كـه   شود مي بيارد و به سرعت دچار تخرلازم را ند يداريپا ييتنها
 ـشود به صـورت كامپوز  مي ح دادهيل ترجين دلايبه هم ت بـا مـواد   ي

ند كه ده يمطالعات نشان م ياز طرف 4.رديگر مورد استفاده قرار بگيد
 ـط كشـت، قـادر بـه تول   يدر مح ـ BMSCs يهـا  سلول از  يد انـواع ي

ــا ــد  يفاكتورهــ ــد، ماننــ و  BDNF و HGF ،VEGF ،NGF رشــ

 ـاز اهداف تحق يكي 5.باشند يفاكتورهاي تروفيك و سايتوكاينها م ق ي
 ـني، اسـتفاده از آنهـا در كل  BMSCs يها سلول يبر رو ك و جهـت  ي

 .باشـد  يمختلف بدن مهاي  بر ارگانعات وارد يها و ضايماريدرمان ب
ايـن   يمناسـب بـرا   يا نهي، گزBMSCs يها سلولرسد  يبه نظر م كه

آنچه بيان شد بـراي اينكـه ايـن دو روش    با توجه به  6.باشند منطور
لازم بـود كـه    درماني را در هم ادغام، و به طور هم زمان انجـام داد، 

مـورد   ،)Ch-G(غشاي نازك به همراه  ها سلولن يا يست سازگاريز
جهت  از پوشش يدكاربر يرد تا بتوان مدليقرار گ و ارزيابي يبررس
بـه   جزيـي اسـتخوان   هـاي   شكسـتگي ، زخم و نقص م و بهبوديترم

   .داد ارائه  BMSCs يها سلولهمراه 
  

  مواد و روش
  مواد

از استيله  دي %85 با (Mw=190kD) نييپا ملكولي وزن با كيتوسان
، %25/0تريپسين  ال، پودر ژلاتين،استيك اسيد گلاسي ،شركت سيگما

هـا از   ها و رنگ ، معرف)EDTA 0.04%% (04/0اتيلن دي تترا آمين 
 ـلازين و زايكتـام  ،شركت مرك آلمان  ،ن از شـركت آلفاسـن هلنـد   ي

هـاي رت جهـت    موش و از شركت جيبكوي α-MEMمحيط كشت 
، از آزمايشــگاه حيوانــات آزمايشــگاهي مركــز (BMSCs) اســتخراج
  .تهيه شد) عج... (لوم اعصاب پژوهشگاه بقيه اتحقيقات ع

  
  تكنيك ساخت غشاي نازك

ن ياسـتفاده شـد، بـد    7 مخلوط يختگياز روش ر غشاه يته يبرا
بـه محلـول    يوزن% 1با نسبت  كيتوسانابتدا ) 1(طبق جدول  منظور

درجـه   40درجه حـرارت   يرو يكه در بشر ريبار تقطدو آب مقطر 
 ـسـپس م . ن است اضافه شدحال هم خورد گراد در يسانت  5/0زان ي
 يگـر يدر بشـر د . ك خالص بـه آن اضـافه شـد   يد استيتر اسيل يليم

 ـبار تقط 2به محلول آب مقطر يوزن% 10ن با نسبتيژلات ر اضـافه و  ي
هـا   ه نمونهيته يبرا. همزن اضافه شد يسپس محلول به بشر اول رو

حلـول  مهاي  نمونه. وه استفاده شدين شيمختلف از هم يبا درصدها
همزن  -دستگاه گرم كننده يدرجه رو 37 يساعت و دما 2به مدت 

%  25/0هـا   سـپس بـه تمـام نمونـه    . قرار داده شد تا كاملاً هم خورد
   .اضافه شد ديگلوتارده
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  ه نمونه هايزان حضور مواد مختلف در تهيم :1جدول 
  ديگلوتارآلده  نيژلات كيتوسان  ها نمونه

  (%) يدرصد وزن  (%)غلظت  گرم (%)غلظت گرم
)Ch3-G1(  5/0 1 165/0 10  25/0 

)Ch1-G1(  5/0 1 5/0 10  25/0 

)Ch1-G3(  5/0 1 5/1 10  25/0 

  
 

 ـبـه م ها  هر كدام از نمونه سپس از  يتـر در پتـر  يل يل ـيم 7زان ي
 25(اتـاق   يسپس در دما. خته شديمتر ر يليم 75به قطر هايي  شيد

سـپس  . ل شـود يها تشـك غشار حلال، يقرارداده شد تا با تبخ) درجه
گذاشـته   درصد 100 قه داخل اتانوليدق 10به مدت  يها به آرامغشا

  .ر شست و شو داده شديبا آب دوبار تقط سپس. شود تيشد تا تثب
   

  BMSCsي ها سلولاستخراج 
مغـز اسـتخوان   با رعايت اصول كار با حيوانـات آزمايشـگاهي،   

ران مـوش   داخـل كانـال اسـتخوان   از  BMSCs يهـا  سـلول  يحاو
 ml5با استفاده از يك سـرنگ  . بالغ نژاد ويستار آسپيره شد يصحرائ

محتوي داخـل سـرنگ    ،α-MEMحاوي يك ميلي ليتر محيط كشت 
ريختـه، و   FBS 10%سانتي حاوي محيط و  6در زير هود در پليت 
پـس از  . قـرار گرفـت  ) انگلـيس / CO2 )MMMسپس در انكوباتور 

. ض شـد يط تازه تعـو يبا مح يط كشت سلوليساعت مح 24گذشت 
مانــده و  يده بــه كــف فلاســك بــاقيچســب ياســترومائ يهــا ســلول
 يهـا  سـلول كه تـراكم   يهنگام. شناور حذف شدند يخون يها سلول
 توسـط  هـا  سلولد يدرصد رس 80تا  70ده به كف فلاسك به يچسب

Trypsin %0.25  و EDTA % 0.04 ن عمـل تـا   يا. پاساژ داده شدند
  .افتي پاساژ ادامه چهار
   

  آن تكثير كشت سلول و بررسي
 24بـه كـف پليـت    % 1توسـط ژلاتـين    مورد نظرهاي  غشاابتدا 

از  .اسـتريل شـدند  % 70اي چسبانده شد، و سپس توسط الكـل   خانه
مرحله قبـل سوسپانسـيون سـلولي     چهارمپاساژ  BMSCsي ها سلول

تهيه و پس از بررسي تعداد در واحد حجـم و زنـده و مـرده بـودن     

هـاي   سلول به هر كدام از پليت 5×103ها توسط تريپان بلو، تعداد  آن
 37و دماي % CO2  5كشت سلولي اضافه شد و سپس در انكوباتور 

بـراي بررسـي ميـزان رشـد و تكثيـر       .درجه سانتيگراد قرار داده شد
هاي مـورد نظـر در روزهـاي دوم،     ي زنده، هر كدام از خانهها سلول

مشـاهده و  ) آلمان  Leica /(اينورت  پچهارم و ششم با ميكروسكو
 INFINITY1(توســط دوربــين ديجيتــال متصــل بــه ميكروســكوپ 

ميــدان  5، هــا ســلولجهــت شــمارش . عكــس گرفتــه شــد) كانــادا
بـه صـورت تصـادفي انتخـاب، و      100x ييبزرگنماميكروسكوپي با 

در هر ميدان شمارش و ميانگين آن گرفته شد و ايـن   ها سلولتعداد 
  .بار ، و هر دفعه در چهار خانه تكرار شد كار تا سه

   
 يميتوشيمونوسيا

قـه در  يدق 30جهت ثبوت به مـدت  ششم در پايان روز  ها سلول
 5سه مرتبـه   PBSبا  ها سلولقرار گرفته، سپس % 10معرض فرمالين 

و % 10ها در معـرض مخلـوط سـرم بـز      نمونه. اي شسته شدند قهيدق
Triton X-100 3/0 پس از . ساعت قرار داده شد درصد به مدت يك

و  Fibronectinه ضد موشـي  يهاي اول يباد يآنت 1:100رقيق نمودن 
CD44  ـ، مـدت  ها سلولجهت تعيين بنيادي و استرومايي بودن  ك ي

 پـس  ها سلول. درجه سانتيگراد انكوبه شد 4 شب در درجه حرارت

مانند قبل مدت دو ساعت در دماي محـيط   PBSاز انجام شستشو با 
 FITCكونژوگه بـه  ) 1:200( يه ضد موشيثانو يباد يمعرض آنتدر 

هـا توسـط    نمونـه . انجـام شـد   PBSسپس شستشـو بـا   . قرار گرفت
قرار  يمورد بررس) آلمانLeica / (كروسكوپ فلورسانس اينورت يم

درصـد بـه    01/0از اتيديوم برومايد  ها سلولجهت شمارش . گرفت
  .انجام شد PBSمدت يك دقيقه استفاده و شستشو توسط 
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  يل آماريه و تحليتجز
ه يارا Mean±SEMر پس از سه دفعه تكرار بر حسب يتمام مقاد

انس يز واريآنال ياطلاعات بدست آمده توسط روش آمار. شده است
سه قـرار گرفتـه و   يمورد مقا Tukeyو آزمون  (ANOVA)ك طرفه ي

  .در نظر گرفته شد P<0.05درحد  يدار يسطح معن
  
  ج ينتا

  كثيرميزان ت
زان حضـور و  يشود، م مي مشاهده) A -1(همانطور كه در شكل 

بالاسـت، تمـام   ) شـاهد  (در سطح نمونه كنتـرل   ها سلول يچسبندگ
ت يهستند و تمام سطح پل ياشكال چند وجه يزنده و دارا ها سلول

با توجه به . ر به طور كامل صورت گرفته استيكثرا پوشانده اند و ت
نسـبت بـه نمونـه     غشـا ده بـه  يچسبي ها سلولتعداد ) B -1(شكل 

 يكمتري ساختار چند وجه ـي ها سلولدا كرده اند و يشاهد كاهش پ
) احتمالا مـرده ( يكروي ها سلول يدارند و تعداد غشا يرو يمناسب

 يزان چسبندگيم) C -1(با توجه به شكل . شود مي دهيدها  در نمونه
ن بـه  يو ژلاتكيتوسان كسان از ي يدرصدها يدر نمونه حاو ها سلول
 ـش پيافـزا  يبه طرز قابل توجه غشاسطح  دا كـرده و امـا همچنـان    ي
با  .شوند كه نتوانسته اند به سطح بچسبند مي افتي يكروي ها سلول

 ياشـكال كـاملا چنـد وجه ـ    يدارا هـا  سلول)  D-1(توجه به شكل 
ي هـا  سـلول را به طور كامل پر نمـوده انـد و   غشا بوده، سطح نمونه 

 يار بــالايبســ يود دارد كــه نشــان از چســبندگآن وجــ كمتــري در
  .به نمونه دارد ها سلول

  

  
بر روي غشاي نازك كيتوسـان  BMSCs  يها سلولتصاوير  :1شكل 

-Ch1( گـروه  C) ،)Ch3-G1( گـروه  B) ،گروه شاهد A)  .ژلاتين –

G1( و (D  گروه )Ch1-G3(  

  
  6ار با روز وجود اختلاف معني د €     4وجود اختلاف معني دار با روز * 

در  BMSCsي هــا ســلولتكثيــر  ميــزانمقايســه ميــانگين  :2شــكل 
  .دهد هاي مختف را نشان مي گروه

  
در گروههـاي  شـود   مـي  نشـان داده ) 2(همانطور كـه در شـكل   

افزايش معني داري در روز چهارم نسبت بـه روز   Ch1-G1 و شاهد،
  و Ch3-G1در حالي كه اين اختلاف در گروه  شود دوم مشاهده مي

Ch1-G3سـه در هـر   هـا  سلولتكثير  ميزانميانگين . معني دار نيست 
در روز ششم بطور معني داري نسبت به روز چهارم بيشتر نوع غشا 

گـروه   فقـط در كه در بين روزهاي چهـارم و ششـم    است در حالي
  .گونه نيست اينشاهد 
  

  
ــكل  ــگ آم :3ش ــرن ــا يزي اي ــي باديه ــانس آنت ــه  يمونوفلورس اولي

Fibronectin  ) تصــاوير ســمت چــپ ( وCD44 )  تصــاوير ســمت
نـور فلورسـانس    تـابش . باشـد  مـي  BMSCsي هـا  سلولاز ) راست 

بـه   است كهكونژوگه به آنتي بادي ثانويه ضد موشي  FITCمرتبط با 
-Ch1(  (D)و (C) ،)Ch3-G1( (B)و   (A).شـود  يده م ـيرنگ سبز د

G1( ، (E) و(F) )Ch1-G3( باشد مي.  
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 ايمونوسيتوشيمي

، BMSCsي هـا  سلولجهت ارزيابي خلوص و اثبات عدم تمايز 
  . دياز رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي استفاده گرد

 ـتصاوير فلوروسنت از رنـگ آم  3 شكل مونوفلورسـانس  يزي اي
 BMSCsي هـا  سلول CD44و آنتي  Fibronectin بادي اوليه آنتي آنتي

هـاي   ي سبز رنـگ بـا هسـته   ها سلولدهد در اين مرحله  را نشان مي
و بـوده   هـا  سـلول ادي بودن و استرومايي بودن يقرمز نشان دهنده بن

غشاي نازك كيتوسان در مواجه با  ها سلول نشان دهنده اين است كه
تمايز نيافتنـد و اخـتلاف مشخصـي بـين گروههـا وجـود        ژلاتين –

  .نداشت
  
  بحث

ه از ، اسـتفاد هاي درماني نقص يـا آسـيب در بـدن    شامروزه رو
زيست سازگار و زيست هاي  هاي بسيار نازك تهيه شده از پليمر لايه

آزمايشـات و  . باشـد  مـي و ژلاتـين   كيتوسـان  تخريب پذير به ويـژه 
تجربيات مختلف، نشان داده است كه در اين روش سـرعت تـرميم   

هاي مرسـوم،   ، نسبت به ساير روشو بهبود نقص و آسيب جراحت
به لحـاظ زيسـت سـازگاري و عـدم     ها  مراين پليبيشتر بوده و خود 

هاي دفاعي بـدن نقـش مـوثري در تـرميم و بهبـودي       تحريك پاسخ
   8-9. دندار

ادند كه همكارانش انجام دادند، نشان د كه شهرام واي  در مطالعه
 متفـاوت از هـاي   لاتين با نسبتنازك كيتوسان و ژهاي  غشامي توان 

. دباشـن ظ مكـانيكي  نها ساخت كه داراي مقاومـت مناسـب از لحـا   آ
 1د كمتر از يبا درصد گلوتارآلدههايي  همچنين نشان دادند كه نمونه

 ـبروبلاست رشد و تكثيفي ها سلولدرصد،  ش يافتـه انـد و افـزا   ير ي
 ـدرصد گلوتارآلده  ـي  ـ   1ش از يد ب سـت  يز يرو يدرصـد اثـر مخرب

ها بـا  غشـا و عنوان كردنـد كـه نمونـه      ها داردغشانمونه  يسازگار
در مواجـه   وكاربرد داشته اند  يبرا يج مثبتيد نتايارآلدهگلوت% 25/0
باتوجه به . فيبروبلاست سميتي از خودشان نشان ندادندي ها سلولبا 

دن يبـه چسـب   ها سلولل يعدم تمايكي از دلايل  رسد  مي اين به نظر
 ـرا با يتوسانيكي غشا يرو  ـد در سـاختار، و ن ي آن  DDAز درجـه  ي

سان استفاده شده در تحقيقش كـم و  در كيتو DDAجستجو نمود كه 
در كيتوسان استفاده شده در  DDA 4.درصد بوده است 33در حدود 

باشد و نتايج حاصل از تحقيق  مي درصد 75-80تحقيق ما در حدود 
 CH3-G1به غشاي  BMSCs يها سلول نسبتا بهتري از ما چسبندگي

دارد زيـرا  ندهد كه با نتايج شهرام از اين نظر هم خواني  مي را نشان
له مـانع  ياسـت هـاي   واحد يجه حضور بالايو در نت DDAن بودن ييپا

ي هـا  سـلول كـه   از آنجـائي . به غشا شده اسـت  ها سلول يچسبندگ
 كشــت اســترومائي بــه آســاني در دســترس بــوده و جمــع آوري و

شوند كاربردشان در درمان عدم جوش خوردگي، تـاخير جـوش    مي
وان ممكـن اسـت بـا ارزش    تركيبي استخهاي  خوردگي و شكستگي

 يهــا ســلولن درصــد خلــوص يــيتع يق بــرايــن تحقيــدر ا .باشــد
بـا   يها سلولن در يبرونكتين فيكوپروتئيل وجود گليبه دل ياسترومائ

 ـبرعل  BMSC يها سلول، يميمنشأ مزانش  ـه اي ن بـه  يكـوپروتئ ين گلي
 نيپـروتئ ي اين درصد 92بيان ، ندرنگ شد يميتوشيانوسوميروش ا

براي اثبـات بنيـادي بـودن و    . يد بنيادي بودن آنها بودؤم ها سلول در
متفاوتي را انجام داده انـد بـه طـور    هاي  خالص بودن محققين روش

وان و انسان را يح BMSCs يها سلولو همكارانش  Lamouryمثال 
 ـ  يدر دو مح ضـد   يبـاد  يط جداگانه كشت داده و بـا اسـتفاده از آنت

 ـوه Oct-4ژن  mRNAن و بيان يبرونكتيف ت بنيـادي بـودن آنهـا را    ي
  10. د كردندييتا

  
  گيري نتيجه

تــوان گفــت بــا توجــه بــه اينكــه  در نتيجــه گيــري نهــايي مــي
  غشـاي نـازك  تواننـد بـر روي    بـه راحتـي مـي     BMSCsيها سلول

)Ch-G(، و مـرگ سـلولي بسـيار     داشته باشند رشد و تكثير مناسب
دچـار تمـايز    در اين مـدت  ها سلولتوجه به اينكه  كمي داشتند و با

نشده و همچنان بنيادي بـودن خودشـان را حفـظ كردنـد، بنـابراين      
بـه عنـوان يـك بيوچسـب پانسـمان       غشا -از سلول يپوشش مناسب

 اسـتخواني هاي  و شكستگيها  زخم ،از نقص ها ترميم بعضيجهت 
  .بدست آمدي در مدت زمان كوتاه

  

  تشكر و قدرداني
ــز تحق ــز تح ياز مركـ ــاب و مركـ ــوم اعصـ ــات علـ ــات يققـ قـ

در  كه مـا را ) عج... (ه ايبق يپژوهشگاه علوم پزشك يژوتكنولوينانوب
  .شود مي تشكر ر وينمودند تقد ياريق ين تحقيا ياجرا
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