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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

   30/2/91: رشيپذ خيتار         20/10/90: افتيدر خيتار  1391هفته دوم تيرماه/188شماره /ام سيسال
 هاي سلول در فلوسايتومتري ي وسيله به 18 سيتوكراتين سلولي درون ماركر شناسايي
 اين مورفولوژي و تكثير توان ي مقايسه و انساني اي مهره بين ديسك پالپوزوس نكلئوس

  ژلاتين -كيتوسان و آلژينات بيوپليمري هاي داربست در ها سلول
  

  ،4زماني سعيد ،3كريمي زينب ،2انيبهرام ديحم دكتر ،2يبن يهاشم  بتول دكتر ،1قرباني مسعود
  6اصفهاني زركش حميد سيد دكتر ،5ميرحسيني احمد سيددكتر 

  

  چكيده
 اي به خصوص مهره بين ديسك بافت سلولي خارج ماتريكس تخريب و توليد ها، كاهش سلول تعداد كاهش اي در اثر مهره بين ديسك شدن دژنره :مقدمه

 بين ديسك شدن و رژنره ترميم براي مختلف طبيعي و غير طبيعي هاي داربست از بافت در مهندسي. شود مي ايجاد )NP(ي نكلئوس پالپوزوس  ناحيه در
 .كنند فراهم ها سلول مهاجرت و تكثير براي مناسبي محيط و باشند سازگار پذير و زيست تخريب بايد مورد استفاده هاي داربست .گردد مي اي استفاده مهره

 خاصي روش و ماركر NP هاي سلول شناسايي براي .هستند مناسب منظور اين براي كه هستند خوبي طبيعي هاي داربست از آلژينات و ژلاتين- كيتوسان
 در ايمنوسيتوشيمي و Real timeهاي  تكنيك توسط 8و  18، 19سيتوكراتين  ماركرهاي بالاي بيان از هايي گزارش مطالعات بعضي ولي ،ندارد وجود
 ،18 سيتوكراتين ماركر فلوسايتومتري توسط اي انساني مهره بين ديسك NP هاي سلول شناسايي ،مطالعه اين هدف از .اند كرده منتشر NP هاي سلول
 .بود ژلاتين- كيتوسان و آلژينات داربست دو در NPهاي  سلول مورفولوژي و تكثير بقا، ميزان ي مقايسه

 .دگردي هيته اصفهان) س( يالزهرا مارستانيب در يا مهره نيب سكيد فتق به مبتلا مارانيب NP بافت از كلاژناز يميآنز ي هيتجز با NP يها سلول :ها روش
 Freeze-drying و كردن زيفر از پس حاصل مخلوط د،ييگلوتارآلد توسط محلول دو نيا نيب ارتباط جاديا ازپس . دش مخلوط نيژلات محلول با توسانيك محلول

 درون ماركر كردن يتومتريفلوسا توسط شده جدا يها سلول بودن NP دييتأ ازپس . ديگرد هيته زين ناتيآلژ داربست. گرفت قرار استفاده مورد داربست عنوان به
 درصد يبررس يبرا .شدند داده كشت روز 21 تا و ديگرد منتقل داربست دو به شده جدا NP يها سلول يحاو يسلول ونيسوسپانس ،18 نيتوكراتيس يسلول
] MTT ]3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-Diphenyltetrazolium bromide و بلو پانيتر يها كيتكن از ريتكث زانيم و زنده يها سلول

) SEM )Scaning electron microscop كروسكوپيم از زين ها سلول يمورفولوژ و داربست ساختار يبررس و منافذ وجود اثبات يبرا. ديگرد استفاده
 .شد استفاده

 زنده هاي سلول درصد كه داد نشان نيز MTT نتايج. كنند مي بيان را 18 سيتوكراتين ماركر  زنده  سلول 60 كه داد نشان فلوسايتومتري نتايج :ها يافته
 21تا  3روز  از زنده هاي سلول درصد همچنين .داشت داري معني اختلاف ژلاتين -كيتوسان و آلژينات داربست دو هر در اول روز به نسبت سوم در روز

 از بيشتر داري معني به صورت آلژينات داربست در ها سلول تعداد ميانگين اختلاف كه داد نشان ها سلول شمارش نتايج .يافت كاهش داري معني به صورت
 .)P > 001/0(ژلاتين بود  -كيتوسان داربست

. نمود استفاده NP هاي سلول شناسايي براي فلوسايتومتري توسط 18 سيتوكراتين ماركر از توان نتايج اين مطالعه نشان داد كه مي :گيري نتيجه
 .كند مي فراهم in vitroدر  انساني NP هاي سلول تكثير رشد و براي تري مناسب محيط ژلاتين -كيتوسان داربست به نسبت آلژينات داربست همچنين
  .گردد استفاده in vivoدر  NP هاي سلول كشت براي داربست اين از شود مي پيشنهاد

  18سيتوكراتين  آلژينات، ژلاتين، كيتوسان، بافت، مهندسي اي، مهره بين ديسك :واژگان كليدي
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  مقدمه
 جوامـع  دري عضـلان ي اسكلت عيشا اختلال كي كمردرد
 كـا يمري آ متحـده  التيا در كهي طوره ب ؛استي امروز
 بـه  و كننـد  يم ـ تجربه را آن مردمدرصد  60- 80 حدود
ي اجتمـاع  - ياقتصـاد ي  عمـده  مشكلات ازي كي عنوان

 11 حـدود  انهيسـال  انگلسـتان  در .)1( شود يم محسوب
 ).2( شــود يمــ نــهيهزايــن مشــكل  بابــت پونــد ونيــليب

 نيب سكيد شدن دژنره نيب كه است داده نشان مطالعات
 سـك يد فتق و) 3( دارد وجود ارتباط كمردرد واي  مهره

 عوامـل  ازي ك ـي سـك يدي داخل ـ بيتخر اي يا مهره نيب
ي ع ـيطب ري ـغ اثـر  در كـه  شود يم محسوب كمردرد مهم
 ).4( افتد يم اتفاق سكيد ساختار بودن

 كـه  اسـت ي حركت سگمنت كاي ي مهره نيب سكيد
 منطقه 3 شاملاز خارج به داخل  و دارد قرار ها مهره نيب

 اي ـ شـن يترانزي  هيناح ،)AF( سيبروزيف آنولوس: است
)End plate( پـالپوزوس  نكلئوس و )NP ( ي  هسـته  كـه

بـه طـور    NP و AF ).5- 6( سـازد  يم را سكيدي مركز
. اسـت  شـده  ليتشـك ي سـلول  خارج كسيماتر ازه عمد

هاي  سلول تعداد NP خصوصه ب واي  مهره نيب سكيد
 ليتشـك  را سـك يد بافـت  حجمدرصد  1 كه داردي كم
 آب، شـامل  NPي سـلول  خـارج  كسيماتر .)7( دهند يم

 خصـوص به  ها كانيپرتئوگل و الورونانيه ،2 نوع كلاژن
ــان ــ اگرك ــد يم ــا .باش ــر ني ــ عناص ــ تيخاص  وي آبك

 جـذب  سـبب  كـه  دهنـد  يم سكيد بهي كيسكوالاستيو
 در محافظـت  و سكيدي  تهيالاس حفظ وارده،ي ها شوك
  .)8( شوند يم سكيد به واردهي روهاين برابر

است كـه   فرايند كاي ي مهره نيب سكيد شدن دژنره
 در ريي ـتغ جـاد يا سـبب  و شـود  يم جاديا سن شيافزا با

  ).9( دگرد يم سكيد عملكرد و ساختار ب،يترك
   شـدن  دژنـره  درمـان ي بـرا  دي ـمفي درمـان ي استراتژ

ــلول ــان س ــال وي درم ــه اســت ژن انتق ــاتيح در ك  وان
در ژن درماني . )10- 11( است گرفته انجامي شگاهيآزما

 )IL-R )Interleukin receptorsمحققين با مهـار كـردن   
اي دژنـره   توانستند سبب بهبود عملكرد ديسك بين مهره

  ). 2(گردند 
كــردن  Down regulateهمچنــين محققــين بــا   

متالوپروتئينازهــا در درمــان دژنــره شــدن ديســك بــين  
اين مطالعات نشان داد كه  .اي مطالعاتي انجام دادند مهره

عملكرد متالوپروتئينازها بايد در حال تعادل باشد و ايـن  
بيان بالا يا پايين متالوپروتئينازهـا  . بايد حفظ گرددتعادل 

 ،گـردد  اي مـي  سبب اختلال در عملكرد ديسك بين مهره
تـوان   بنابراين با تعادل رساندن بيان متالوپروتئينازهـا مـي  

  .)12(اي شد  سبب رژنره شدن ديسك بين مهره
لكــول وم و يخــلاف ژن درمــان بــر يســلول درمــان

 يـد ل توليو مسـا  يروسـي انتقـال ژن و  يخطرها يدرمان
 يبـرا  يـد راه حـل مف  يك ينبنابرا ،فاكتور رشد را ندارد

 يسـلول درمـان  . )13( باشد يدژنره شده م يسكدرمان د
در  ييهـا  يـت شـده و موفق  يشآزما يوانيح يها در مدل

 .)8( دژنــره حاصــل شــده اســت يســكد يهــا يمــاريب
اي بـا   مطالعاتي در درمان دژنره شدن ديسك بـين مهـره  

د كـه ايـن راه   گردي ـسلول درماني انجام شد و مشخص 
دژنره و كـاهش درد   يسكارتفاع د يشسبب افزادرماني 

 .)14( ها شده است يتدرمان شده با كندروسبيماران  در

 به عنوان متخلخل ي ماده يك ابتدا بافت مهندسي در
هـا   سلول رشد براي داربست يا سلولي خارج ماتريكس

 قـرار  آن روي بـر  رشـد  عوامـل  سـپس  و شـود  مي تهيه
 فضـاي  درهـا   سلول رشد و شدن فعال از پس .گيرند مي

 ايـن  مناسـب،  بافت آمدن به وجود و داربست متخلخل
 بـدن  درون بـه  آزمايشـگاه  محيط در شده توليد ساختار
 ). 9، 15- 17(شود  مي منتقل زنده موجود
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 ـ سـك ياز د NP يهـا  مورد جدا كردن سـلول  در  نيب
 ياديز مطالعات in vitroها در  آن ريتكث يو بررس يا مهره
  .ميكن يم اشاره ها آن از يا پاره به كه است شده انجام

 شـبه هـاي   سـلول  بـه ي ميمزانش ـهـاي   سـلول  زيتما
 NP سـلول  باي كشت  همي  لهيوسه ب پالپوزوس نكلئوس

 و NPهـاي   سلول ريتكث شيافزاي ها راه ازي كي زين بالغ
ــان ــره درم ــدن دژن ــي ش ــد م و  Nishimura ).11( باش

Mochida     ــق ــه تزري ــد ك ــلام كردن ــي اع ــي گزارش ط
بافت اتولوگ دژنره شـدن ديسـك بـين     NPهاي  سلول
و همكاران نيز  Okuma ).18(دهد  اي را كاهش مي مهره

در اثر  NPهاي  ثابت كردند كه توانايي بيولوژيكي سلول
در اثـر   .)19(يابد  افزايش مي AFهاي  كشتي با سلول هم

هاي بنيادي مزانشيمي  با سلول NPهاي  هم كشتي سلول
هـاي   ها و همچنين تكثير سلول نيز ساخت پروتئوگليكان

NP 20(يابد  افزايش مي.(  
با توجه به اين كه استفاده از داربست مناسـب يكـي   

بنـابراين در   باشـد،  از شرايط لازم در مهندسي بافت مـي 
اي نيـز   مهـره  ديسـك بـين   هـايي ماننـد   ترميم غضروف

موفقيــت  انتخــاب داربســت مناســب نقــش بســزايي در
درمان دارد و در روند ترميم بافـت مـورد نظـر بايـد از     

اسـتفاده   ،داشته باشـد  بهترين داربست كه شرايط لازم را
در حقيقت داربست مورد نظـر يـك فضـاي سـه      .نمود

ها، توليـد و ترشـح مـاتريكس     بعدي جهت تكثير سلول
گيـري بافـت طبيعـي را فـراهم      لخارج سـلولي و شـك  

 ). 17، 21- 22(سازند  مي

هـا   در مهندسي بافت راهبرد مناسب براي ترميم بافت
هـاي مناسـب    به دست آوردن موادي اسـت كـه ويژگـي   

هاي آسـيب ديـده را    جهت رسيدن به هدف ترميم بافت
پـذير،   داربست بايد زيست تخريب). 21- 24(دارا باشند 

فذ مناسب بـا تخلخـل كنتـرل    سازگار و داراي منا زيست

سطح داربست بايد براي چسـبندگي، تكثيـر،    .شده، باشد
پليمرها به عنـوان   .مهاجرت و رشد سلولي مناسب باشد

هـا داراي بيشـترين قابليـت     اي از بيومتريـال  زير مجموعه
پـذيري هسـتند و بـه دودسـته اصـلي       تخريب و تخلخل

). 22- 23(شـوند   پليمرهاي طبيعي و مصنوعي تقسيم مي
 دي ـلاكت يپل ـ هـا،  لونينـا  تـوان  يم ـ يمصنوع يمرهايپل از
از پليمرهاي  .استرها را نام برد ها و پلي يورتان ، پليدهاياس

توان به آلژينات، كـلاژن، كيتوسـان، اسـيد     طبيعي مهم مي
 .هيالورونيك، آگاروز و ابريشم اشاره كرد

مر طبيعي است كه به طور عمـده  ييك بيوپل ناتيآلژ
ها استخراج  اي و به ميزان كمتر از باكتري از جلبك قهوه

ي داربسـت   تحقيقـات فراوانـي در زمينـه   . )24(شود  مي
بعضـي مايعـات   در  ينـات آلژ .آلژينات انجام گرفته است
 يونيكـات  يطاتـاق و در شـرا   يقابل حل است و در دمـا 

 .دهـد  يم ـ يلكرا تش ـ يمناسب يها ژل) Ca ،Ba( مناسب
 يــپعملكــرد و فنوتي، ســلول يــرتكث ينــاتآلژقطــرات 

  .)25- 26( بخشند يها را بهبود م سلول
Guo هاي كندروسيت را بـر روي   و همكاران سلول

آلژينات قـرار دادنـد و مورفولـوژي سـلولي را بررسـي      
هـا بـر روي    نمودند و مشاهده كردنـد كـه كندروسـيت   

در ضـمن   .كننـد  آلژينات شكل گرد خـود را حفـظ مـي   
هـاي مشـق از    سيستم ژل آلژينات روند كندروژنز سلول

كند و سبب القاي كنـدروژنيك   پريوستيوم را حمايت مي
هاي بنيادي مشـتق از مغـز اسـتخوان و بافـت      در سلول

هــاي بنيــادي  شــود و در تمــايز ســلول چربــي نيــز مــي
  .)25(مزانشيمي نيز نقش دارد 
ژينات سبب كه داربست آل است  مطالعات نشان داده

و افزايش ترشـح مـاتريكس    NPهاي  تكثير بيشتر سلول
طـي   ).26(شـود   هـا مـي   خارج سلولي توسط اين سلول

اي انسـان و   از ديسك بين مهره NPهاي  مطالعاتي سلول
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و اگركـان و   2خرگوش جدا شدند و ترشح كلاژن نوع 
هــاي شــبه  هــا توســط ايــن ســلول گليكوزآمينوگليكــان

  .)27- 28(كندروسيتي اثبات گرديد 
 نيكوزآميگل لياست Nو  نيكوزآميگل مريپل توسانيك

 بـه  نيت ـيك ونيلاسياست-د و ونيزاسيپلار-است كه از د
 آن توسـان يك يونيكات تيخاص). 29-30( ديآ يم دست

 است كرده ليتبد يديمف و جذاب داربست عنوان به را
 تيخاص ـ كـه  هـا  تيكندروس ـ يديتول اگركان يبرا كه
سـازگار    طيمح ـ كياست و  ديمف اريبس دارند، يونيآن
  ). 31-32( كند يم جاديا ها تيكندروس يبرا

 يو سـاختار  يسـازگار  سـت ياز لحـاظ ز  توسانيك
 يخـارج سـلول   يكسمـاتر  يها يكوزآمينوگليكانگل يهشب

همچنـين كيتوسـان يـك     .)31- 32( در غضروف اسـت 
 باشـد  ميسازگار  پذير و زيست العاده تجزيه داربست فوق

هـاي خـوب در مهندسـي     كه از خصوصـيات داربسـت  
كيتوســان بــه عنــوان  ).30(شــود  بافــت محســوب مــي

تـرميم   .شـود  داربست در جاهاي مختلـف اسـتفاده مـي   
 )33( و سيسـتم عصـبي   )31- 32(استخوان و غضروف 

  .باشد كيتوسان ميهايي از كاربرد  نمونه
 توسـان يداربسـت ك  ريانجام شده تأث قاتيتحق طبق
 كسيترشـح مـاتر   زاني ـم و NP يهـا  سـلول  ريدر تكث

مطالعـات   ني ـا جينتا. شده است يبررس يخارج سلول
 شينـوع داربسـت باعـث افـزا     نينشان داده است كه ا

 يخارج سـلول  كسيو ترشح ماتر NP يها سلول ريتكث
  ).34-36( شود يم

 يتوسـان ك يولوژيكيب و يكيخواص مكان بهبود يبرا
 ژلاتـين از  .را بـه آن اضـافه نمـود    يمرهـايي تـوان پل  يم

 يـت اسـت كـه سـبب بهبـود فعال    يمرهـا  پل يـن ا ي جمله
ي  اسـيد آمينـه   يتـوال  زرا كـه ا چ ـ ؛شـود  يم يولوژيكيب

 و يشـده اسـت كـه چسـبندگ     يلتشك يبه فرد منحصر

  .)37(دهد  يم يشرا افزا يمهاجرت سلول
يـدروليز  ه اسـت كـه از   يعـي طبيوپليمر بيك  ينژلات

 ـ  يسـت ز ي،سـازگار   يسـت ز .يـد آ يدسـت م ـ ه كلاژن ب
 از يمنــيا يســتمنكــردن س يــكو تحر يريپــذ يــبتخر

ــ  ــ ياتخصوص ــوب ژلات ــ ينخ ــد يم ــا. )38( باش  يجنت
بـه داربسـت    ينكه اضافه كردن ژلات نشان داد يا مطالعه

 يتوسـان ك يدروفيليكيه يتخاص يشسبب افزا يتوسانك
 يداربسـت بـرا   يـن شـدن ا  تـر  سبب مناسـب  و شود يم

. )39( دگـرد  يپوسـت م ـ  يمتـرم  ها و ينوسيتكشت كرات
اسـت و   يخـارج سـلول   يكسمـاتر  يجزء اصـل  ينژلات

  .)40( شود يها م سلول يچسبندگ يشسبب افزا
اتصال ژلاتين به داربسـت كيتوسـان توسـط كـراس     

صورت  )42(يم يا آنز )41(لينكرهايي مانند گلوتارآلدييد 
هاي مختلفي مانند پوست، غضروف  گيرد كه در بافت مي

 ).37، 39، 43(اند  گرفته و استخوان مورد بررسي قرار

-دهد كه داربست كيتوسان نتايج مطالعات نشان مي
 SHED(هاي بنيادي پالپ دندان  ژلاتين در تكثير سلول

 Stem cells from human exfoliated deciduous يـا 

teeth( هـا   اگر چه اتصال اين سـلول . بسيار مؤثر است
توان از لينكرهـايي   مي ، وليباشد به داربست سست مي

  .)37(ها استفاده نمود  براي اتصال محكم اين سلول
از ديسـك بـين    NPهـاي   كردن سلول در مورد جدا

هـاي   هـا بـر روي داربسـت    اي و بررسي تكثيـر آن  مهره
 .انجام شـده اسـت  مطالعات زيادي  in vitroمختلف در 
  ژلاتـين در   - داربسـت كيتوسـان   تـأثير  مورد اگر چه در

in vitro 40 ،44(صورت گرفته است  ياديز قاتيتحق(، 
بـر روي ايـن    NPهـاي   ولي در خصوص كشت سـلول 

بــه تــازگي  .نــدارد داربســت اطلاعــات جــامعي وجــود
ژلاتــين  - گــزارش شــده اســت كــه داربســت كيتوســان

 هـا در  سلول تكثير اي رشد واي مناسبي بر ساختار شبكه
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   .)44- 45(كند  مقايسه با كيتوسان خالص فراهم مي
هاي شـبه كندروسـيتي هسـتند     سلول NPهاي  سلول

هاي  باشند و مانند سلول كه از لحاظ مورفولوژي گرد مي
ــاتريكس خــارج ســلولي ترشــح   غضــروف مفصــلي م

هـا   كنند، اما ميزان اگرگان و كلاژن توليدي اين سلول مي
هاي غضـروف مفصـلي متفـاوت اسـت و ايـن       سلول با

 .باشـد  تفاوت به دليل عملكرد مختلف اين دو بافت مـي 
هـاي   به دليل همين تفاوت، ماركرهاي شناسـايي سـلول  

NP تاكنون چندين مـاركر بـراي    .نيز بايد متفاوت باشند
 و Sakai .پيشــنهاد شــده اســت NPهــاي  اثبــات ســلول

هـاي   ند كـه سـلول  اي گزارش كرد همكاران طي مطالعه
NP را بـه ميـزان    8و  18، 19هاي سـيتوكراتين   پروتئين

هـاي درون   هـا پـروتئين   سيتوكراتين .كنند زيادي بيان مي
هـاي   ي سيتواسكلتال سـلول  سلولي هستند و جزء شبكه

NP ها پيشنهاد كردند كـه   بنابراين آن. شوند محسوب مي
هـا   توان از اين ماركرها بـراي شناسـايي ايـن سـلول     مي

ــود   ــتفاده نم ــوص    ).46(اس ــي در خص ــات كم مطالع
انجـام شـده    NPهـاي   ي سلول شناسايي ماركرهاي ويژه

است و ماركرهاي معرفي شده، ماركرهـاي قـوي بـراي    
اين ماركرها هم در را كه چ ؛نيستند NPهاي  تأييد سلول
شـوند و هـم    اي بيان مي هاي ديسك بين مهره اكثر سلول
تـوان   ، بنـابراين نمـي  )46(ر هاي ديگ هاي بافت در سلول

 NPهـاي   با قطعيت از اين ماركرها براي شناسايي سلول
  .استفاده نمود

ماركرهاي سيتوكراتين از جملـه ماركرهـايي هسـتند    
هـا   تـوان از آن  شوند و مي بيان مي NPهاي  كه در سلول

هــا اســتفاده نمــود، امــا در  بــراي شناســايي ايــن ســلول
  ايمنوسيتوشــيمي و  هــاي مطالعــات ديگــران از تكنيــك

Real time-PCR )Real time-polymerase chain 

reaction (  هـا اسـتفاده شـده     براي شناسايي ايـن سـلول

از تكنيـك فلوسـايتومتري كـه     ،ما در اين مطالعـه  .است
تر است براي شناسايي  تر و ارزان تر، راحت تكنيكي ساده

  .استفاده نموديم NPهاي  سلول
شناسايي مـاركر درون سـلولي    ،هدف از اين مطالعه

هـاي   ي فلوسايتومتري در سلول به وسيله 18سيتوكراتين 
NP ي توان تكثير و  اي انساني و مقايسه ديسك بين مهره

هـاي بيـوپليمري    هـا در داربسـت   مورفولوژي اين سلول
  .ژلاتين بود- آلژينات و كيتوسان

  
  ها روش

و  ، ژلاتـين )درصـد  85ي داستيليشـن   با درجه(كيتوسان 
  .آلژينات از كمپاني سيگماي آمريكا خريداري گرديد

ــه ــراي تهي ــرد -ي داربســت كيتوســان ب ــين، گ ژلات
مولار حل شد تا محلول  2/0كيتوسان در اسيد استيك 

بـه دسـت    pH = 4/4بـا   )W/V(درصد  5/1كيتوسان 
گرد ژلاتين نيز در آب آنالار حل شـد تـا محلـول     .آيد

 5/1كيتوســان . )31(درصــد ســاخته شــد  5/0ژلاتــين 
درصد به نسـبت حجمـي    5/0درصد با محلول ژلاتين 

بـا  (درصـد   25/0از گلوتارآلدييـد   .مخلوط شدند 1:1
بــراي برقــراري ارتبـاط بــين پليمرهــاي   )1:32نسـبت  

-مخلوط كيتوسان ).41(ژلاتين و كيتوسان استفاده شد 
ضـخامت  . متري ريختـه شـد   سانتي 10ژلاتين در ديش 
سپس ديش در فريـزر   .متر بود نتيسا 4مخلوط در ديش 

سـاعت   24گراد به مـدت   ي سانتي درجه - 20در دماي 
ــرار ــت ق ــدت  . گرف ــه م ــم ب ــت ه ــاعت  36در نهاي س

Lyophilized براي حـذف بقايـاي اسـيد اسـتيك،      .شد
ــيراتانول  ــت در سـ  )Grade ethanol series(داربسـ

ــول     ــا محلــ ــار بــ ــه بــ ــت و ســ    PBSقرارگرفــ
)Phosphate buffer saline (    شستشـو داده شـد و بـه

  .گرديد Lyophilizedطور مجدد 
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ي داربسـت آلژينـات، پـودر آلژينـات در      براي تهيـه 
محلـول آلژينـات    تـا  حل شد درصد NaCl 9/0محلول 

 ).25(سپس محلول فيلتر گرديد . درصد ساخته شد 2/1

از  )34- 35(قطعات بـافتي طبـق پروتكـل مقـالات     
اي انسـاني كـه    هـاي بـين مهـره    حدود ديسك NPمركز 

اي قرارگرفتـه شـده    تحت جراحي فتق ديسك بين مهره
تري خرد شد و در  بودند، استخراج و به قطعات كوچك

ــول ، Hank's Balanced Salt Solution )HBSS محل
Gibco BRL (استرپتومايسين  - سيلين بيوتيك پني با آنتي

دادن قطعـات   ربـا قـرا   .قـرار گرفـت   )سيگماي آمريكا(
 1در محلول آنزيمي محتوي كلاژناز نوع  NPهاي  سلول

ي  درجـه  37سـاعت در دمـاي    4به مدت  )درصد 2/0(
بافـت هضـم    .تجزيه شـد  NPگراد، قطعات بافت  سانتي

ــدت    ــه م ــده ب ــا   10ش ــه ب ــه  در دور 1800دقيق دقيق
سوسپانسيون سلولي در ظـروف كشـت   . سانتريفيوژ شد
ــاوي   ــه ح ــي و DMEM/F12 ،50ك ــد در ميل ــر  اح ليت

 25و ) ســيگماي آمريكــا(استرپتومايســين  - ســيلين پنــي
 .كشـت داده شـد   ،بـود  آسكوربيك - Lميكروگرم اسيد 

ــاي    ــاتور در دم ــت در انكوب ــروف كش ــه 37ظ ي  درج
   .درصد قرار گرفتند CO2 5گراد با  سانتي
 هـا  آن كـردن  زيمتما و NPهاي  يي سلولشناساي برا

 ،NP بافتهاي  سلول گريد و بروبلاستيفهاي  سلول از
ــا ــاركري تومتريفلوس ــلول درون م ــي س  18 نيتوكراتيس

)CK-18( پاساژ در افتهي كشتهاي  سلول .ديگرد انجام 
. دي ـگرد جدا شيد كف از نمودن نهيپسيتر روش با اول

 مدت بهدور در دقيقه  1600 دور باي سلول ونيسوسپانس
ي شستشـو  PBS بـافر  با سپس .شد فوژيسانتر قهيدق 10

هـا   سـلول  آن از پـس  و گرفـت  انجـام بـاره  دوها  سلول
 درون 18 نيتوكراتيســ مــاركر چــون .ديــگرد شــمارش

 دي ـبا غشـا  يباد يآنت نمودن اضافه از قبل است يسلول

 و وژيفيسانتر از پس ليدل نيهم به. ديگرد يم رينفوذپذ
 تيك تريكروليم 200 حدود PBS با ها نمونه يشستشو

Fixation/Permeablization )BD Cytifix/Cytoperm( 
ي كيتـار  در قـه يدق45 حـدود  و گرديـد  اضافه ها نمونه به

  .شدي نگهدار
 حـدود  NP يهـا  سلول يغشا كردن رينفوذپذ از بعد

 بـا  شده كونژوگه 18 نيتوكراتيس يباد يآنت تريكروليم 10
FITC )Fluorescein isothiocyanate (يماركرهـا  هيعل 
 ـ هر به يتوپلاسميس درون . شـد  افـزوده  هـا  لولـه  از كي
 و يكيتـار  در قـه يدق 45 مـدت  بـه  يباد يآنت درها  سلول
 شستشو از پس. شدند انكوبه گراد يسانت ي درجه 4 يدما
 تـر يكروليم 500 در يسـلول  رسـوب  فوژ،يسانتر و بافر با

 يها شمارش سلول وقرار گرفت  شده ونيسوسپانس بافر
  . ديرس انجام به BD تومتريفلوسا دستگاه بانشان دار 

ژلاتـين  /به داربسـت كيتوسـان   NP هاي انتقال سلول
هـاي   داربسـت ). 31(طبق پروتكل مقالات انجام گرديد 

متـري بـا    ميلـي  5ژلاتين تهيه شده به قطعات  - كيتوسان
خانـه   24متر بريده شـدند و بـه پليـت     ميلي 4ضخامت 

بـه مـدت نـيم سـاعت      UVي  انتقال يافتنـد و بـا اشـعه   
انسـاني در پاسـاژ اول    NPهـاي   سلول .استريل گرديدند

ــين     ــا تريپس ــولاير ب ــت مون ــينه و  EDTA/كش تريپس
ميكروليتر از سوسپانسـيون   100حجم  .سانتريفيوژ شدند
، با پيپـت بـه داربسـت ژلاتـين     4 × 105سلولي محتوي 

  .كيتوسان انتقال داده شد/
لول آلژينات بـه  ، مح)25(بر اساس پروتكل مقالات 

اضـافه   ،سـلول بـود   4 × 105رسوب سلولي كه محتوي 
به صورت قطره قطره به هر خانـه از   22شد و با سرنگ 

 102خانه كه حـاوي محلـول كلريـد كلسـيم      24پليت 
هاي  دقيقه حباب15پس از  .اضافه گرديد ،مولار بود ميلي

 شتشـو . آمدنـد  آلژينات سلولي به صورت هيـدروژل در 
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دقيقه انجام گرفت و سپس  10به مدت  NaClبا محلول 
خانـه بـا مـديوم     24هـاي پليـت    بيدهاي واقع در خانـه 

 F12پس از شتشو با مديوم، مـديوم   .شستشو داده شدند
به  )استرپتومايسين - سيلين درصد و پني FBS 10شامل (

هـا بـه انكوبـاتور     خانه اضافه شد و در نهايت پليـت  هر
روز يك بـار   3هر . شدندروز كشت داده 21منتقل و تا 

 .مديوم تعويض گرديد

بايد از داربست  NPهاي  سلول ،در داربست آلژينات
شدند كه اين كار با اضافه كردن سيترات سـديم   جدا مي

 .به فالكوني كه حاوي بيدهاي آلژينات بود، انجام گرديد
ــس از  ــد و   20پ ــات حــل گردي ــه داربســت آلژين دقيق
در داربســت  .شــدنداز داربســت آزاد  NPهــاي  ســلول
ور  ي غوطـه  بـه وسـيله   NPهاي  ژلاتين سلول - كيتوسان

ژلاتين حاوي سلول در آنـزيم   - كردن داربست كيتوسان
 10حـدود   .داربسـت جـدا شـدند    از EDTA/تريپسين 

ميكروليتر از سوسپانسيون سلولي هر دو داربسـت پـس   
ميكروليتـر رنـگ تريپـان بلـو      10كردن به  سانتريفيوژ از

ميكروليتـر   10سپس حدود  .و مخلوط گرديد اضافه شد
هـاي   از اين مخلوط به لام نئوبار منتقل گرديد تا سـلول 

  .ميكروسكوپ اينورت شمارش گردد مرده در زير
هـاي   ها، ابتدا داربست براي بررسي ميزان بقاي سلول

هـاي كاشـته    ژلاتين حـاوي سـلول   - كيتوسان و آلژينات
سـاعت  24خانه به مـدت   12هاي پليت  شده در چاهك

شتشو  PBSكشت داده شدند و سپس مديوم تخليه و با 
بـه   MTTي بعـد مـديوم همـراه بـا      در مرحله .داده شد
ــه مــدت   چاهــك ــد و ب ــا اضــافه گردي ســاعت در  4ه

 CO2 5گـراد و   ي سـانتي  درجه 37انكوباتور با حرارت 
ــد  ــداري ش ــه و   .درصــد نگه ــديوم تخلي ــد از آن، م بع

DMSO در انتها  .پيپت كردن انجام گرديد اضافه و عمل
چاهك منتقل و توسط دسـتگاه   96اين محلول به پليت 

ELISA reader  نانومتر جذب نـوري   540با طول موج
   .آن مشخص گرديد
ــه  ــراي مقايس در دو  Proliferationو  Viabilityي  ب

 SPSSافـزار   ژلاتين از نرم - داربست آلژينات و كيتوسان
) version 17, SPSS Inc., Chicago, IL( 17ي  نسـخه 

ــون   P > 05/0. اســتفاده شــد  Mann-Whitneyو آزم
  .شد گرفته نظر در دار معني
  

  ها افتهي
 60نشان داد كه  يتومتريفلوسا يكحاصل از تكن يجنتا

ــلول درصــد ــا از س ــهدر كشــت اول NP يه ــاركر ي  م
  ).1-3شكل (كردند  يانرا ب 18 يتوكراتينس
  

  
بدون  NP هاي سلول Isotype ontrolمربوط به گروه . 1ل شك

  18 بادي سيتوكراتين افزودن آنتي
  

  
بدون افزودن   NPهاي سلول :Unstan گروهمربوط به . 2ل شك
بادي منفي موشي  كه در مجاورت آنتي 18 سيتوكراتين بادي آنتي

CD45 اند قرار گرفته  
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 بـادي  بـا افـزودن آنتـي    NP هـاي  مربوط به گروه سـلول . 3شكل 

دهـد كـه اكثـر     نشـان مـي   پيـك نمـودار   نتايج و :18 سيتوكراتين
  .اند را بيان كرده 18ماركر سيتوكراتين  ،NPهاي  سلول
  

كشـت   طيكشت داده شـده در مح ـ  NP يها سلول
شـكل بودنـد    يكوچك و نوار اريدر ابتدا بس ريمونولا

هـا   سلول نيبالاتر ا يدر پاساژها يول ،)الف -4شكل (
شكل ( افتندي رييد بلند تغيبا زوا يبروبلاستيبه اشكال ف

و پاسـاژ   هي ـها در كشت اول سلول ريتكث زانيم). ب -4
 ـ ،ادي ـنسبت ز به كي  زاني ـبـالاتر م  يدر پاسـاژها  يول

 ريي ـهـا تغ  آن يها كاهش و مورفولـوژ  سلول نيا ريتكث
پاساژ  يها از سلول ينبنابرا .)ج -4شكل (كرد  يم دايپ
-توسـان يو ك نـات يآلژ يها انتقال به داربست يبرا كي

از  يريجلوگ يبرا يشترياستفاده شد تا شانس ب نيژلات
  .ها باشد سلول نيا يمورفولوژ رييتغ

) SEM )Scaning electron microscop يها عكس
 اريبس ـ منافـذ  با يساختار ،نيژلات - توسانياز داربست ك

 50- 200( دادميكرومتـر نشـان    125 نيانگي ـم بـا  را بالا
از هيبريـد   SEMتصـاوير   ).الف -5شكل ( )ميكرومتر

هـا در سـطوح    داربسـت نشـان داد كـه سـلول     -سلول
و با زوايدشان محكم بـه سـطوح     داربست توزيع شده

هـاي   از نمونـه  ).ب -5شـكل  (انـد   داربست چسـبيده 

كه  گرديدمربوط مقاطع عرضي نيز تهيه شد و مشاهده 
متـر هـم    ميلـي  1ذ بـه  ي مناف ـ در عمق داربست انـدازه 

در  NPهاي  مورفولوژي سلول ).ج -5شكل (رسيد  مي
بررسـي شـد و    SEMژلاتين نيز با  -داربست كيتوسان

در روز اول انتقـال   NPهـاي   مشاهده گرديد كه سـلول 
شـكل  (به داربست گرد هستند و زوايد كوتاهي دارنـد  

هـا دوكـي    سـلول  بـه بعـد   3ولي در روزهاي  ،)ب -5
شكل شدند و زوايد بلندي پيـدا كردنـد و محكـم بـه     

   .)د -5شكل (داربست چسبيدند 
  

   
  )الف(         )ب(

   
  )ج(         )د(

: پاساژ صفر يركشت مونولا در NP يها سلول )الف(. 4شكل 
 )ب( .ها مشهود است نواري شكل بودن و كوچك بودن سلول

هاي  سلول :اولدر كشت مونولاير پاساژ  NPهاي  سلول
 پاساژ دوم،) ج( .شوند فيبروبلاستي شكل با زوايد بلندي ديده مي

و  شكل بسيار كشيده و چند وجهي ،NPهاي  سلول :كشت مونولاير
ي كروي شكل از آلژينات  قطره) د( .كنند نامناسب پيدا مي

)Bead( :ها با مورفولوژي كروي شكل در منافذ آلژينات  سلول
  .)× 40 نمايي بزرگ(قراردارند 

  
 NP يهـا  سـلول  يبقـا  و ري ـتكث زاني ـم يبررس يبرا

- توسـان يو ك نـات يكشت داده شـده در دو داربسـت آلژ  
- سـلول  يدهاي ـبريه. انجـام شـد   MTT كي ـتكن نيژلات
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 قـرار  يابي ـمورد ارز 21و  14، 7، 3 ياداربست در روزه
نشـان داد كـه    جينتـا . دنـد يگرد سـه يو با هـم مقا  ندگرفت

زنده در روز سوم نسبت به روز اول در  يها درصد سلول
 ـ- توسـان يو ك نـات يهر دو داربسـت آلژ  اخـتلاف   نيژلات

زنده از روز  يها درصد سلول نيهمچن. شتدا يدار يمعن
 .)6شكل ( داشتكاهش  يدار يصورت معن هب 21تا  3

  

  
   )الف(         )ب(

 
  )ج(        )د(

 نيانگيم ن،يژلات- توسانياز داربست ك SEM ريتصو) الف. (5 شكل
از مقطع  SEM ريتصو) ب. (باشد يم كرومتريم 125منافذ  ي اندازه
. باشد يم متر يليم 1منافذ  ي اندازه ن،يژلات- توسانيداربست ك يعرض

در  نيژلات - توسانيسلول و داربست ك ديبرياز ه SEM ريتصو) ج(
. باشند يكه گرد م دهد يرا نشان م NP يها فلش سلول. روز اول كشت

در  نيژلات - توسانيسلول و داربست ك ديبرياز ه SEM ريتصو) د(
 ديكه با زوا دهد يرا نشان م NPسلول  كيروز سوم كشت، فلش 

 .است دهيچسب نيژلات - توسانيداربست ك يها محكم به لبه

  

  
  .دهد مي نشان را NP هاي سلول تكثير ميزان MTTنتايج  .6شكل 

* :05/0 < P 3 و 14 روزهاي در ژلاتين -كيتوسان و آلژينات داربست گروه دو هر بين   

از NP  ي زنـده  مرده و يها سلول يزانم يبررس يبرا
، 3ي در روزهـا هـا   از پاساژ سلولبلو  يپانتر يزيآم رنگ

 اســت كــه در لازم بــه ذكــر. اســتفاده شــد 21و  14، 7
 سـلول بـا خـارج شـدن از     1 × 102 به بعـد  3 يروزها

و  يدندخانـه چسـب   24 يـت پل يها داربست به كف خانه
 يپسينهتر دوم با روز سلول در مقدار ينردند كه اك يرتكث

 مقـدار  ها از شمارش سلول و يتپل يها كردن كف خانه
 )سـلول  4 × 105( به داربست يافتهانتقال  يها سلولكل 
كـه   نشـان داد  هـا  شـمارش سـلول   يجنتـا . ندشد كسر

 ينـات داربسـت آلژ  در هـا  سلول تعداد يانگيناختلاف م
-يتوسـان داربسـت ك  ازيشـتر  ب يدار يصـورت معن ـ ه ب

  .)7شكل (بود  ينژلات
  

  
  .دهد هاي زنده را نشان مي نتايج تريپان بلو ميانگين سلول. 7شكل 

 :*05/0 < P 3و  14ي روزها در نيژلات -توسانيك و ناتيآلژ داربست گروه دو هر نيب   

  
  بحث

ــه ــر تـ ـ ي در مطالع ــت آلژ يرثأحاض ــاتدو داربس و  ين
 NP يهــا ســلول يــردر رشــد و تكث ينژلاتــ - يتوســانك
گرفـت و   قـرار  يمورد بررس يانسان يا مهره ينب يسكد

با داربست  يسهدر مقا يناتمشخص شد كه داربست آلژ
 NP يهـا  سلول يبقا يزانو م يردر تكث ينژلات - يتوسانك

  .كند مي يفاا يثرترؤنقش م
 أييـد تي يتومترها توسط فلوسا بودن سلول NPثبات ا
   يدرون سـلول  هـا مـاركر   سـلول  درصـد  60حدود  .شد

٠٠/۴٠٠٠٠٠

٠٠/٣٠٠٠٠٠

٠٠/٢٠٠٠٠٠

٠٠/١٠٠٠٠٠

٠٠/٠ 
٠٠/١                ٠٠/٢١۴                ٠٠/٣                ٠٠/٧  

 روز

ب
جذ

% 

٠٠/١                ٠٠/٢١۴                 ٠٠/٣                  ٠٠/٧  

 روز

۵٠/٢ 

٠٠/٢ 

۵٠/١ 

٠٠/١ 

۵٠/٠ 

٠٠/٠ 

ول
 سل

ين
انگ
مي

 
ده

 زن
اي

ه
 

www.mui.ac.ir



  و همكاران قرباني مسعود  18 نيتوكراتيس ماركر يتومتريفلوسا توسط يانسان يا مهره نيب سكيد NP يها سلول ييشناسا 

  1391هفته دوم تير / 188شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  642

CK-18  نبـود  بـالا  بسـيار  بيان ميزان اين .كردند يانبرا، 
 مـاركر، كـم   ايـن  بيـان  كاهش دليل .بود قبول قابل ولي
را چ ـ ؛باشد مي NP بافت در NP هاي سلول درصد بودن
 هـا  سـلول  را اي مهره بين ديسك درصد حجم 1 تنها كه

 خـارج  مـاتريكس  آن را حجـم  بيشتر و دهند مي تشكيل
 كـه  هـا  سلول از گروهي بنابراين .دهد مي تشكيل سلولي

  .بودند ديگر نيز هاي سلول حاوي ،شدند فلوسايتومتري
 در يا مطالعـه  يچه ـ تاكنون ما و بررسي مطالعات با

 ييشناســا يبــرا يتومتريخصــوص اســتفاده از فلوســا
گزارش نشده  NP يها سلول در 18 يتوكراتينماركر س

 ها سلول اين شناسايي براي كه اي مطالعه چند در .است
 و ايمنوسيتوشـيمي  هـاي  تكنيـك  از اسـت  گرفته انجام

Real time-PCR اسـتفاده  ماركرهـا  اين شناسايي براي 
 گير و گـران  وقت سخت، ها تكنيك اين اما ،است شده

 مـاركر  يـك  سيتوكراتين ماركر ،طرفي از .هستند قيمت
 سـخت  بسـيار  آن كـردن  آشـكار  و است سلولي درون
 يبـرا  يتومترياز فلوسـا  مطالعـه  اين در ينبنابرا .است

 NP يهــا در ســلول 18 يتوكراتينمــاركر ســ ييشناســا
  .استفاده شده است

 يهـا  و درصـد سـلول   يـر تكث يانگينمطالعه م ايندر 
ــده در داربســت آلژ ــاتزن ــهدر مقا ين ــا داربســت  يس ب

 يشسـبب افـزا   يناتژل آلژ .بود يشترب ينژلات - يتوسانك
خـارج   يكسترشح ماتر يشافزا و NP يها سلول يرتكث
نقـش   يزن يككندروژن يزدر تما ينهمچن .شود يم يسلول
 ).26- 28( دردا

و همكاران گزارش كردند كـه داربسـت    يبن يهاشم
مشـتق از   يهـا استئوبلاسـت  ريسبب رشد و تكث ناتيآلژ

كـه   دادنـد  نشـان  نيهمچن ـ هـا  آن. گـردد  يم زين ايكالوار
فاكتور رشد  ريثأتحت ت يمشتق از چرب ياديبن يها سلول

BMP-6 ليتبــد تيبــه كندروســ نــاتيدر داربســت آلژ 

). 47(كننـد   يترشح م يخارج سلول كسيشوند و ماتر يم
ــا ــا شــمارش ســلول جينت كشــت داده شــده در  NPيه

زنـده در روز   يهـا  ما نشان داد كه درصد سلول ي مطالعه
 شيسوم كشـت نسـبت بـه روز اول همـان كشـت افـزا      

زنده از روز  يها علاوه درصد سلول هب. شتدا يدار يمعن
 ـ   21تـا روز   يدار يصـورت معن ـ  هسوم كشت به بعـد ب

ــا. افــتيكــاهش  ــا ني و  Bertoloمشــابه گــزارش  جينت
را  MSc يميانش ـمز ياديبن يها ها سلول نآ. بود همكاران

 NP يهـا  كشت دادنـد و بـه سـلول    ناتيدر داربست آلژ
 ري ـتكث زاني ـهـا مشـاهده كردنـد كـه م     آن. كردنـد  زيمتما

خـود   مقـدار  نيشترياول كشت به ب يها در روزها سلول
 ـ زانيم نيبعد از آن ا يول ،ديرس  يدار يصـورت معن ـ  هب

از  NP يهـا  كـه سـلول   بـود  يدر حال نيا. افتيكاهش 
و  كردند ECMاول كشت شروع به ترشح  يهمان روزها

. )48( ديرس ـبه حداكثر مقدار خود  35مقدار در روز  نيا
 ري ـها بـا كـاهش تكث   گرفت كه سلول جهيتوان نت يپس م

كاهش  نيكه ا يا گونه هب ؛كنند يم ECMشروع به ترشح 
 .همراه است ECMترشح  شيها با افزا سلول ريتكث

 يي اسـت هـا  از جمله داربستيز ن يتوسانداربست ك
داربسـت   ينا. دارد يبافت كاربرد فراوان يكه در مهندس

 يكسو ترشـح مـاتر   NP يها سلول يردر تكث يياثر بسزا
جــا كــه داربســت  از آن ).34- 36( دارد يخــارج ســلول

و  يكيخواص مكـان  يدبافت با ياستفاده در مهندس مورد
 يسـلول  يداشته باشـد و چسـبندگ   يمناسب يزيولوژِيكيف
 يمرهـايي به داربست مورد استفاده پل ، بنابراينباشد يادز

  . )37( گردد ياضافه م ينمانند كلاژن و ژلات
Thein-Han يشهمكاران نشـان دادنـد كـه افـزا     و 

 يشســبب افــزا يتوســانبــه داربســت ك ينژلاتــ يــزانم
ــ ــاف ي،تخلخــل، نرم ــذ انعط ــت يريپ ــنا ي يتهو الاس  ي

 يمطالعـه بـرا   يـن ا دريـز  ن ما .)44( گردد يداربست م
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از  يتوسـان داربسـت ك  يبهبود خواص ذكـر شـده بـرا   
و  يتوسانك ينباند ب يجادا يو برا كرديم ستفادها ينژلات
  .به كار برديم ييدگلوتارآلد ين،ژلات

  ماننــد متعــددي هــاي روش از بافــت مهندســي در
Salt leaching  وGas foaming    براي ايجـاد تخلخـل

 يجـاد ا يكه برا هم ييها روشاز  يكي. شود استفاده مي
روش ، گـردد  ياستفاده م ـ پرتخلخلو  يساختار اسفنج

Freeze-drying يجـاد ا يمـا هـم بـرا    .)49( باشـد  يم 
 نتـايج  .يمروش اسـتفاده نمـود   ينساختار متخلخل از ا

SEM داربســــت كــــه داد نشــــان مطالعــــه ايــــن   
 اسـفنجي  و متخلخل ساختاري ژلاتين داراي-كيتوسان

بافـت   يمهندس ـ در .داشـتند  ارتبـاط  با هم منافذ و بود
در  يثرؤمناسـب نقـش م ـ   Porosityوجود تخلخـل و  

لازم به ذكر است ). 50( دارد ييرشد و انتشار مواد غذا
 Freeze drying قبل از يزفر يمنافذ به دما ي كه اندازه

تعـداد   ،كمتـر باشـد   يـز فر يچه دمـا  هر .دارد يبستگ
 يهـا  سوراخ ي اندازه ينو بنابرا يشترب يخ يها يستالكر

   .)39( باشد يتر م داربست كوچك
قدرت  يشكوچك سبب افزا ي وجود منافذ با اندازه

چـه   و هـر ) 50( شـود  يداربست م ـ يومكانيكيساختار ب
 ي يـه سـبب تغذ  ،تـر باشـد   منافذ داربست بزرگ ي اندازه

 ).50(شود  يم ECMترشح  ها و سلول يشترب يربهتر، تكث
Hsieh يادم ـ ينتر و همكاران گزارش كردند كه مناسب 

و  يدارمتخلخل و پا يتوسانساخت داربست ك يبرا يزفر
. )51(اسـت  گـراد   يسانتي  درجه - 20 يزفر يبادوام دما

 كـردن در يـز  فر فراينـد  يـز مطالعـه ن  اين سبب در ينبد
  .گراد انجام شد يسانتي  درجه - 20 يدما

 ژلاتـين  - كيتوسان داربست از سطوح SEMتصاوير 
 50- 250 بــين داربســت منافــذ ي انــدازه داد كــه نشــان

 مقــاطع و در بــود) ميكرومتــر125 ميــانگين(ميكرومتــر 

 گرديد كـه  مشاهده ،شد تهيه داربست از اين كه عرضي
 1 بـه  منافـذ  ي اندازه ژلاتين - كيتوسان داربست در عمق

  . رسيد متر هم ميلي
- كيتوسـان  در داربست NP هاي سلول بعد از كشت

 اول در روز كــه داد نشــان SEM هــاي عكــس ،ژلاتــين
 توزيـع  و چسـبيدند  داربسـت  سطوح به ها سلول كشت
 زوايـد  سـپس  .بودنـد  گـرد  مورفولوژي نظر از و شدند
 به محكم و شدند شكل فيبروبلاستي، كردند پيدا درازي

 كـه  داد نشـان  همچنـين  SEM نتايج .چسبيدند داربست
 داربست در شده داده كشت NP هاي سلول مورفولوژي

 كشـت  هـاي  سلول مورفولوژي مشابه ژلاتين –كيتوسان
  .بود ها فلاسك در شده داده

و  ينـات بلو در دو داربست آلژ يپانو تر MTT يجنتا
و  يـر رشـد و تكث  يـزان نشان داد كـه م  ينژلات - يتوسانك

 يهــا زنــده در داربســت يهــا درصــد ســلول ينهمچنــ
 ـ - يتوسانك و يناتآلژ  ـ  در ينژلات صـورت  ه روز سـوم ب
تـا   3از روز  و بـود از روز اول كشـت  يشتر ب يدار يمعن
هـر دو داربسـت    در يدار يصورت معنه ب يزانم ينا 21

و  Mao هـاي  گـزارش  يهشـب  يجنتـا  يـن ا. يافـت كاهش 
 يهـا رو  يبروبلاسـت بود كـه بعـد از كشـت ف   همكاران 
 ـ - يتوسانداربست ك كـه تعـداد    نـد مشـاهده كرد  ينژلات

 يلدل ها آن .يافتندبه بعد كاهش  7ها از روز  يبروبلاستف
در اثـر   ييغـذا  تبـادلات مـواد   يتكاهش را محدود ينا

  . )40( نددانست يها م رشد سلول
Bertolo    يهـا  و همكاران بـا كشـت سـلول MSc 

هـا بـه    آن يزو تمـا  يتوسـان ك و يناتداربست آلژ يرو
 ـ NP يهـا  گزارش كردند كه سـلول  NP يها سلول ه ب

اول شـروع بـه ترشـح     يهـا  همان هفته دردست آمده 
 ـ ؛كننـد  يم ـ يخارج سلول يكسماتر  كـه در  يطـور ه ب
 در يـن ا. باشد يم يادز ياربس مقدار ينكشت ا 5 ي هفته
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كمتر از يار زمان بس ينها در ا كه تعداد سلولي بود حال
سـت كـه   ا آن از يحـاك  يجنتـا  يـن ا. دبواول  يروزها
و  كننـد  يم ـ يراول كشت تكث يها فقط در روزها سلول

 يكسشـروع بـه ترشـح مـاتر     يـر تكث به جايبعداز آن 
   .)48( كنند يم يخارج سلول

 نشـان داد يـز  نو همكاران  Miranda يقاتتحق يجنتا
 مغـز اسـتخوان از   مشـتق از  يـادي بن يها سلول كه تعداد

- يتوسـان داربست ك يرو به بعد پس از كشت بر 3 روز
 كـه روز  يـد گرد يشنهادپ ينبنابرا يابد، يكاهش م ينژلات

 Transplantation يبـرا  يسوم كشت سلول زمان مناسب
  ).52(است  invivoدر  ها سلول
دو داربسـت   بلـو در  يپـان تر و MTT يجنتا ي يسهمقا

و  يـر تكث يـزان كه م نشان داد ينژلات - يتوسانك و يناتآلژ
 يدار يصورت معن ـه ب يناتداربست آلژ ها در سلول يبقا
 ـ - يتوساناز داربست ك يشترب متفـاوت   .باشـد  يم ـ ينژلات

علـل  در دو داربسـت   هـا  سلول يو بقا يرتكث يزانبودن م
ــاوتي دارد ــه     . متف ــت ك ــن اس ــل اي ــن عل ــي از اي يك

 ـ - يتوسانساخت داربست ك كه در ييديگلوتارآلد  ينژلات
 ينارتباط ب يبرقرار ياست كه برا يا مادهيد، استفاده گرد

   .)37( شود ياستفاده م ينو ژلات يتوسانك
داربسـت   ماده به مرور زمان از ينرسد كه ا يبه نظر م

كـه داربسـت اسـتحكام     گردد يو سبب م شود يخارج م
 يومرنگ مديير تغ( گردد يخود را از دست دهد و متلاش

 درو ) باشـد  يم يهقض ينشدن داربست شاهد ا يو متلاش
 NP يها سلول تكثير و رشد كاهشماده سبب  ينا نتيجه

  ).37( گردد يم
در  يمنافذ سطح ي اندازه بودن كوچكعلت ديگر 

از  بعـد  .است ينژلات -يتوسانداربست ك ينواح يبرخ
 يشافـزا  داربسـت،  يـن در ا NPكشت سلول  چند روز

سطح  يو ترشح اگركان روير اثر تكث در ها سلول تعداد

و در  يسطح يها شدن سوراخ داربست، سبب مسدود
 يشــترب يــرتكث يداربســت بــرا يــتكــاهش ظرف يجــهنت

 يـن توسط ا يدياگركان تول يو نگهدار NP يها سلول
 ينهمچن ـ يشدن منافذ سطح مسدود .شود يها م سلول

 يعمق ـ يهـا  به سـلول  ييغذا سبب كاهش انتقال مواد
 يـن ايـر  كـاهش تكث  ياسبب مردن  يجهدر نت د وگرد يم

 يهـا  و همكـاران سـلول   Griffon. دشـو  يهـا م ـ  سلول
 كشـت دادنـد و   وسـان يترا در داربسـت ك  يتكندروس

 يسـطح  يهـا  سوراخ ي اندازه يكه وقت گزارش كردند
ــاتر ،داربســت كوچــك باشــد  يخــارج ســلول يكسم

بـه سـطح    يدهچسـب  يهـا  يتتوسـط كندروس ـ  يديتول
و تبـادلات   يـه زمان سبب كاهش تغذ داربست به مرور

مـرگ و   يجهتر و در نت يعمق يها به سلول ييمواد غذا
  ).50( گردد يها م دژنره شدن آن

هـا   كه سـلول  شود يسبب م يناتبودن آلژ يدروژله
تبادلات مـواد   با هم برقرار كنند و يشتريبتوانند ارتباط ب

و  Li .)48(صـورت گيـرد    تـر  مناسب يژنو اكس ييغذا
Zhang   مخلـوط   يتوسـان گزارش كردند كـه داربسـت ك

 يشخالص سبب افـزا  يتوساننسبت به ك يناتشده با آلژ
هـا بـا حفـظ     آن يكشت شده رو يها يتكندروس يرتكث

از  يخارج سـلول  يكسترشح ماتر يشو افزا يمورفولوژ
 يجنتـا  ينا .)53( گردد يم 21 روز اول كشت تا يروزها
 يتوساننسبت به ك يناتتر بودن آلژ بر مناسب يليخود دل

 ـ  يجاه توان ب يم ينبنابرا ،باشد يم از  يناسـتفاده از ژلات
  .استفاده كرد يناتآلژ

Roughley يها و همكاران سلول NP ـ يسـك د   ينب
 كشت دادند و ينجنيتوسان ژل ك را در Bovine يا مهره

سـبب   ندهست قادر يتوسانك يها يدروژلكه ه بيان كردند
شـده   يـد تول يخارج سـلول  يكسماتر يحفظ و نگهدار
يوم و مـانع آزاد شـدن آن بـه مـد     NP يها توسط سلول
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 يشسـبب افـزا   يتوسـان ك يدروژله ينعلاوه بر ا .شوند
  ).35( ددگر يميز ها ن سلول يررشد و تكث

ها نسبت  يدروژلكه ه توان ادعا كرد يوجود م ينا با
و  يـر رشـد و تكث  يبـرا  يـدورژلي ه يرغ يها به داربست

  .باشند يتر م مناسب يخارج سلول يكسترشح ماتر يحت
  
  گيري نتيجه

نسبت به داربست  يناتمطالعه داربست آلژ يناساس ا بر
 يهـا  سـلول  يبقا يزانو م يرجهت تكث ينژلات - يتوسانك

NP در  يانسانin vitro يشـنهاد پ ينبنابرا .است تر مناسب 

بافـت و درمـان    يداربست در مهندس ـ ينشود كه از ا يم
يـز  ن invivo در يانسـان  يا مهـره  ينب يسكدژنره شدن د
  .استفاده شود

  
  هاپيشنهاد
 و تكثيـر  در آلژينات و ژلاتين - كيتوسان داربست اثرات
 و شـد  بررسي مطالعه اين در NP هاي سلول بقاي ميزان
 در هـا  داربسـت  ايـن  اثـر  بيشتر مطالعات طي است لازم

 همچنــين و ســلولي خــارج مــاتريكس و ترشــح توليــد
  .شود بررسي نيز حيواني مدل در ها داربست اين تأثيرات
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Abstract 

Background: Low back pain is a major economical and social problem nowadays. Intervertebral disc 
herniation and central degeneration of disc are two major reasons of low back pain that occur because of 
structural impairment of discs. Intervertebral disc includes the annulus fibrosus, transitional region, and 
nucleus pulposus (NP). NP forms the central nucleus of the disc. Reduction of cell count and 
extracellular matrix, especially in NP, causes disc degeneration. Different scaffolds (natural and 
synthetic) have been used for tissue repairing and regeneration of intervertebral disc in tissue 
engineering. Most scaffolds have biodegradable and biocompatible characteristics and also prepare a fine 
condition for proliferation and migration of cells. Although no specific marker or method has been 
suggested for recognition of NP cells, some studies have used real time and immunocytochemical 
methods and reported high expression of cytokeratin 19, 18, 8, and others as markers  for NP cells. This 
study aimed to recognize NP cells of human intervertebral disc by flow cytometry of cytokeratin 18 
marker. It also compared the proliferation and morphology of these cells in chitosan-gelatin scaffold and 
alginate scaffold.  

Methods: NP cells were derived by enzymatic hydrolysis of collagenase from NP tissue of patients 
undergoing open surgery for discectomy in Alzahra Hospital (Isfahan, Iran). Chitosan was blended with 
gelatin and glutaraldehyde was used for cross linking of the two polymers. Then, alginate scaffold was 
prepared. After approving the NP cells by flow cytometry of cytokeratin 18 marker, a cellular suspension 
with 4 × 105 cells was transferred to each scaffold and cultured for 21 days. Cell viability and 
proliferation were investigated by trypan blue and methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. A scanning 
electron microscope (SEM) was used to assert the porosity and to survey the structures of the scaffolds. 

Findings: We can use flow cytometry of cytokeratin 18 markers for recognition of NP cells. MTT 
assay demonstrated that cell viability on the third day had significant difference with the first day in 
both scaffolds. There was also a significant reduction in cellular viability from day 3 to day 21. 
Results of cell count showed that mean difference between cell counts in alginate scaffold was 
significantly more than chitosan-gelatin scaffold (P < 0.001).  
Conclusion: Flow cytometry of cytokeratin 18 can be used as a method for recognition of NP cells. 
Compared to chitosan-gelatin scaffold, alginate scaffold prepared a better condition for proliferation of 
NP cells. The results of this study suggested that alginate scaffold could be useful in in-vivo studies 
and treatment. 

Keywords: Intervertebral disc, Tissue engineering, Degeneration, Scaffold, Chitosan, Gelatin, 
Alginate, Cytokeratin 18 
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