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  :مقدمه

  

  چكيده

، بهينه ي ترميم آنها يكي از روش و است كه توانايي پاييني در خودترميمي داردبافتي بدون رگ غضروف 

سيستم  ،ستم داربست سلولسي. باشد بر روي سيستم داربست سلول مي مؤثرشيميايي  كردن عوامل فيزيكو

تواند با كنترل عوامل مختلف فيزيكي و بيوشيميايي در عملكرد سلول و رشد  اي است كه مي مهندسي شده

تواند در فرآيند متابوليسم سلولي و تشكيل  كه انتخاب نوع داربست نيز مي علاوه بر آن ؛بافت جديد تأثير بگذارد

  .بافت جديد تأثيرگذار باشد

ماهه، تأثير دو عامل  6- 9هاي  هاي مفصلي از مفصل پاي گوساله س از جداسازي كندروسيتاين تحقيق، پ در  :ها روش

روز كشت  3و  2، 1بر ميزان توليد و نرخ توليد لاكتيت بعد از  pHفيزيكوشيميايي يعني فشار جزي اكسيژن و 

روز كشت  14و  7، 3ز بعد ا) GAGيا  glycosaminoglycan(سلولي و توليد گلايكوسامينوگلايكن 

  .و آلژينات بررسي و مقايسه شد) BPUS(يورتان  پذير پلي ها بر روي داربست زيست تخريب سلولي كندروسيت

 GAGتواند باعث تغيير ميزان لاكتيت و  ، بدون توجه به نوع داربست، ميpHتغيير فشار جزي اكسيژن و   ها يافته

بهترين شرايط متابوليسم بر روي هر دو داربست در . ها شود دروسيتتوليد شده و در نتيجه تغيير متابوليسم كن

و  BPUSي نتايج بين داربست  مقايسه).  > 001/0P(حاصل شد  pH=4/7اكسيژن و % 5فشار جزي 

باشد  مي BPUSآلژينات نشان داد كه متابوليسم سلولي تحت شرايط بهينه، بر روي داربست آلژينات بهتر از 

)001/0P < (.  

تواند باعث تغيير حجم سلول و در نتيجه تغيير در مكانيزم انتقال مواد  ، ميpHي اكسيژن و ئتغييرات فشار جز  :گيري جهنتي

تواند باعث  مي pHسازي شرايط فشار جزي اكسيژن و  بنابراين، بهينه. مغذي به داخل و خارج از سلول گردد

 BPUSدوستي بيشتر آلژينات نسبت به  گر، آباز طرف دي. در غضروف شود glycolysisبهينه شدن فرآيند 

كه اين  چرا؛ ها در شرايط مختلف فيزيكوشيميايي شود تر سلول مناسب ي تواند سبب توزيع بهتر و تغذيه مي

ها بر روي  عاملي براي بهتر بودن متابوليسم سلول ،ها شده دوستي موجب انتقال بهتر مواد مغذي به سلول آب

  .گردد آلژينات مي
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  مقدمه

غضروف مفصلي بافتي بدون رگ است كه از طريـق  

نفوذ مواد مغذي از عروق خوني موجود در اسـتخوان و  

  بـه ). 1(شـود   انتقال آن توسط سيال سينويال تغذيـه مـي  

  اي آهسـته، نقـش گلـوكز و بـه     وجود فرآيند تغذيه دليل

در متابوليسم غضروف بسيار حساس  ،اكسيژن خصوص

  . است

هاي غضروف مفصلي در مقايسه با ديگر  كندروسيت

خـود اسـتفاده    ي ها، از اكسيژن كمي بـراي تغذيـه   سلول

بر اساس مطالعات انجام گرفتـه، غضـروف   ). 2(كنند  مي

به ازاي هـر سـلول مصـرف    اكسيژن % 2- 5مفصلي تنها 

هـاي كندروسـيت، از طريـق     در واقع سلول. )3(كند  مي

ــد  ــه  glycolysisفرآين ــك پروس ــوازي،  ي و در ي غيره

كنند و در نتيجـه   گلوكز را مصرف و لاكتيت را توليد مي

 )ATP )adenosine-tri-phosphate موجــــب توليــــد

 2( glycolysisبازده فرآيند غيرهـوازي  ). 4- 5(شوند  مي

بسـيار كمتـر از   ) بـه ازاي يـك مـول گلـوكز     ATPول م

به ازاي يـك   ATPمول  glycolysis )36فرآيند هوازي 

توان گفـت كـه    بنابراين مي). 4- 6(باشد  مي) مول گلوكز

فشـار  % 21(شرايط عمومي كشـت سـلولي    دارد احتمال

هـاي   متابوليسـم مناسـبي بـراي سـلول     ،)جزئي اكسـيژن 

  .كندروسيت فراهم نكند

ــرف ــوژي     از ط ــيژن در فيزيول ــش اكس ــر، نق ديگ

. طور كامل شناخته نشده است  هاي كندروسيت به سلول

تواند در تخريب و آسـيب غضـروفي    غلظت اكسيژن مي

كنـون مطالعـات بسـيار     تـا ). 7(نقش مهمي داشته باشد 

زيادي در خصوص نقـش اكسـيژن پيرامـون غضـروف     

ي  امـا نكتـه  ). 1- 2 ،8- 12(مفصلي انجـام گرفتـه اسـت    

ــل    ق ــرل عوام ــا كنت ــوان ب ــه بت ــت ك ــه آن اس ــل توج اب

، سـرعت   pHفيزيكوشيميايي مثل فشار جزيي اكسيژن و 

هــاي  و در نتيجــه متابوليســم ســلول glycolysisفرآينـد  

مشـاهدات نشـان داده اسـت    . كندروسيت را افزايش داد

كه ميزان غلظـت اكسـيژن موجـود در سـطح غضـروف      

ــر از  و در عمــق آن كــممتــر جيــوه  ميلــي 45- 57  6/7ت

خـارج سـلولي    pHكـه   در حالي. باشد ميمتر جيوه  ميلي

تحت چنين شـرايط  ). 13- 14(قرار دارد  1/7تا  8/6بين 

فيزيولوژيكي، غضروف توانايي پـاييني در تـرميم خـود    

هـاي مناسـب بـراي بازسـازي      يكي از روش). 15(دارد 

 هاي غضروفي، استفاده از داربست سه بعـدي، بـه   آسيب

هـاي كندروسـيت    ري براي متابوليسـم سـلول  عنوان بست 

ــي ــد  م ــر روي  ). 16- 20 (باش ــده ب ــام ش ــات انج مطالع

ــك   داربســت ــاي مختلــف، تحــت شــرايط فيزيولوژي ه

هـا بـر    يكسان، نشان داده است كه متابوليسم كندروسيت

آن معنـي    اين بـه ). 21(روي هر داربست متفاوت است 

اصـلي  عنوان يكـي از عوامـل     است كه نوع داربست، به

تواند متابوليسـم سـلولي را تحـت     در مهندسي بافت، مي

 به تـازگي هايي كه  يكي از انواع داربست. تأثير قرار دهد

در مهندسي بافت غضروف مفصـلي كـاربرد پيـدا كـرده     

، يك داربست ®DegraPolمري با نام تجاري  است، پلي

باشـد   مـي ) BPUS(پـذير   يورتـاني زيسـت تخريـب    پلي

)24 -22 .(BPUS مــر الاســتيك، زيســت    پلــي يــك

ايـن  ). 25( اسـت پذير و بسيار زيسـت سـازگار    تخريب

ي هيدروكسـي   اسـتر بلـوكي بـر پايـه     مر، يك كوپلي پلي

است كـه  ) وزني% 93(بوتيرات و هيدروكسي آلكانوآت 

ايزوسـيانات   دي هگـزامتيلن  متيـل  متصل به واحدهاي تري

)TMDI) (7 %ــي ــي) وزن ــب ). 26(باشــد  م ــرخ تخري ن

BPUS توانـد   تناسب با انتخاب تركيـب شـيميايي، مـي   م

همچنـين ايـن   . بين چند هفته تا چند سال تنظـيم شـود  

خواصي از بسيار الاستيك تـا   ي تواند محدوده مر مي پلي

ها در ايـن   تخلخل ي اندازه. سفت و شكننده داشته باشد
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هـا   ميكرومتر و حجم تخلخـل  50- 300مر در حدود  پلي

اي از  ، نمـودار مقايسـه  1ل شـك . باشد مي% 95در حدود 

مرهـاي سـنتزي را نشـان     ها و بعضي پلـي  خواص بافت

در  BPUSدر ايـن شـكل مشـخص اسـت كـه      . دهد مي

وسيعي از  ي مرهاي پزشكي، محدوده مقايسه با ساير پلي

طــوري كــه ايــن   خــواص مكــانيكي را دارا اســت، بــه

. خواص مكانيكي غضروف نيز شـبيه اسـت    خواص، به

تنهـايي يكـي از دلايـل برتـري       توانـد بـه   اين مسأله مي

BPUS    مرهـا، در مهندسـي بافـت     نسبت بـه سـاير پلـي

با بررسي مطالعات قبلـي، هـيچ   . غضروف مفصلي باشد

ــه   ــر مطالعـ ــي بـ ــي مبنـ ــاي   ي گزارشـ ــر پارامترهـ اثـ

، بـر  pHفيزيكوشيميايي، مثـل فشـار جزئـي اكسـيژن و     

هـاي مفصـلي بـر روي داربسـت      متابوليسم كندروسيت

BPUS لازم بــه ذكــر اســت كــه گــروه . مشــاهده نشــد

ــا  ــاتي م ــازگيتحقيق ــه ت ــه ب ــه مطالع ــين  اي مقايس اي ب

ها بـر   كندروسيت) cell viability(پذيري سلولي  زيست

اي  عنـوان مـاده    به(و آلژينات  BPUSروي دو داربست 

، در )هـا  متابوليسـم كندروسـيت   ي معروف براي مطالعـه 

، ارايـه نمـوده   pHشرايط مختلف فشار جزئي اكسيژن و 

در ايــن مطالعــه نشــان داده شــد كــه     ). 27(اســت 

پـذيري سـلولي بـر روي بسـترهاي آلژينـات، در       زيست

ي شرايط فيزيكوشيميايي و بعد از سـه روز كشـت    همه

ي مزبـور،   در مطالعـه . باشـد  مـي  BPUSسلولي، بهتر از 

بهتـــرين شـــرايط فيزيكوشـــيميايي بـــراي متابوليســـم 

% 5دو داربسـت، فشـار جزئـي     ها، براي هر كندروسيت

كـه نتـايج     اما با توجـه بـه آن  . بود pH = 4/7اكسيژن و 

فوق تحت شرايط مختلف و با بررسي متابوليسم سلولي 

تر بايد به اثبات برسـد، در ايـن    در فواصل زماني طولاني

هــاي  اي متابوليســم ســلول تحقيــق بــه ارزيــابي مقايســه

ــر روي دو داربســت  و   BPUSكندروســيت مفصــلي ب

آلژينات تحت شرايط مختلـف فشـار جزئـي اكسـيژن و     

pH پرداخته شده است.  

  

  
  )21 ،26(مرهاي سنتز شده  ها با بعضي پلي ي خواص مكانيكي بافت مقايسه. 1 نمودار
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  ها روش

   :هاي كندروسيت جداسازي سلول. 1

ــلول  ــازي سـ ــل   جداسـ ــيت از مفصـ ــاي كندروسـ هـ

Metacarpophalangeal ماهــه  6- 9هــاي  پــاي گوســاله

ين ترتيـب بـود كـه    ا  روش كار به). 2 ،23(انجام گرفت 

پس از بريدن پاي حيوان و ضدعفوني كـردن آن، بافـت   

غضروفي از محل مفصلي جدا و در محيط تغذيه ريخته 

سـاعت در داخـل انكوبـاتور و در     24مـدت    شد و بـه 

تا بافت تغذيـه   گرفتگراد قرار  ي سانتي درجه 37دماي 

محيط كشـت تغذيـه شـامل    . سازي شودها جدا و سلول

  : تركيبات زير بود
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, 
Gibco BRL) 
6% v/v FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco BRL) 
1% v/v AA (Antibiotic-Antimycotic 
(Penicilin/Streptomycin), Gibco BRL)  
0.6 mg/mL collagenase (Gibco BRL) 

  

هـاي كندروسـيت توسـط     جداسـازي سـلول   پس از

ها  و سانتريفوژ كردن آن) tissue filters(فيلترهاي بافتي 

هـا بـراي كشـت     دقيقه، سـلول  5به مدت  2000 در دور

  . سلولي آماده شد

  :ها آماده سازي نمونه. 2

و  BPUSقبل از انجام كشت سلولي، ابتـدا دو داربسـت   

، BPUSهاي  ستدارب. سازي و استريل شد آلژينات آماده

از مركـز تحقيقـات   متـر   ميلـي  1و ضـخامت   15با قطر 

مقـدار  . مر دانشگاه زوريخ سوييس خريداري شـدند  پلي

هـا   ي آن و اندازه% 95ها در حدود  تخلخل در اين نمونه

مدول الاستيك اين داربست نيز . ميكرومتر بود 50- 300

ــود MPa 40در حــدود  ــن  . ب ــراي اســتريل نمــودن اي ب

) ethylene oxide(اكسـايد   از روش گـاز اتـيلن  ها  نمونه

يـن ترتيـب كـه پـس از     ا  بـه ). 23 ،25- 26(استفاده شد 

 بـه هـا   اكسـايد، نمونـه   ها تحت گاز اتيلن قراردادن نمونه

سپس تحت  ،ور شده مدت يك شب در آب مقطر غوطه 

هـا خـارج    قرار گرفتند تا كل گـاز از داخـل نمونـه    خلأ

هـا بـه    ت سلولي نيز، نمونـه البته قبل از شروع كش. شود

 ور شـدند تـا بـه    ت يك شب در محيط كشت غوطـه مد 

  .اكسايد گردند طور كامل عاري از گاز اتيلن 

 بـه ) alginate beads(ي بسترهاي آلژينات  براي تهيه

هـا، ابتــدا محلــول   عنـوان داربســت كشـت كندروســيت   

% 9/0در محلـول  ) Fluka, Biochemica% (2/1آلژينات 

NaCl گـراد   ي سـانتي  درجه 30زدن در دماي بالاي مبا ه

ــاده ــن هــم). 20(ســازي شــد  آم زن  زدن توســط هــم اي

ساعت انجام گرفت تـا ذرات   1- 2مدت  مغناطيسي و به 

بـراي  . حـل شـوند   NaClخوبي در محلـول    آلژينات به

اسـتريل كــردن محلـول آلژينــات، از فيلترهـاي اســتريل    

  . فاده شدميكرومتر در زير هود استريل، است 22/0

  :كشت سلولي. 3

براي كشت سـلولي دو داربسـت، از دو روش مختلـف    

هـاي كندروسـيت    براي كشت سلولي سلول. استفاده شد

هـا در كـف    ، ابتـدا نمونـه  BPUSهـاي   بر روي داربست

منظــور ايجــاد   بــههــاي كشــت ســلولي و ســپس  پليــت

از سوسپانســيون سـلولي بــا  ليتـر    ميلــي 1/0 ،چسـبندگي 

بـر روي سـطح هـر    ليتر  سلول در ميلي 4 × 106 غلظت

ســاعت  2پــس از ). 22(قــرار داده شــد  BPUSنمونــه 

كشت، تحت شـرايط مختلـف فيزيكوشـيميايي، محـيط     

محـيط كشـت جديـد بـه     ليتـر   ميلي 2 كشت تعويض و

ها تحت شرايط قبلـي   و دوباره نمونهشد ها اضافه  نمونه

 لازم به ذكـر اسـت كـه   . گرفتدر داخل انكوباتور قرار 

كشـت   يهـا  محيط كشت مورد استفاده در تمام آزمايش

ــامل   ــلولي ش  v/v 1 %AAو  DMEM ،v/v 6 %FBSس

  . بود

ــلول   ــت س ــراي كش ــرروي    ب ــيت ب ــاي كندروس ه
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هاي آلژينات، ابتدا محلول سوسپانسـيون سـلول    داربست

آماده سـازي   cell/ml 106 × 4 آلژينات با غلظت سلولي

سـرنگ بـا   سپس اين سوسپانسـيون بـه يـك    ). 20(شد 

ــتريل   22سرســوزن  ــول اس ــل و در محل  mM 102منتق

كلسيم چكانده شد تا بسـترهاي آلژينـات حاصـل     كلريد

كلسيم از بسـترهاي تشـكيل    سپس محلول كلريد. شوند

استريل و % 9/0سديم  بار توسط كلريد 3- 4شده جدا و 

DMEM در نهايــت بســترهاي آلژينــات . شستشــو شــد

هـاي كشـت    هاي پليـت  سلول به تعداد مساوي بين خانه

ها اضـافه   محيط كشت به آنليتر  ميلي 2سلولي تقسيم و 

شـــد و در انكوبـــاتور تحـــت شـــرايط مختلـــف     

  .گرفتفيزيكوشيميايي قرار 

  pH: و  اثر فشار جزئي اكسيژن. 4

% 1و % 5، %21ها در سه فشـار جزئـي اكسـيژن     آزمايش

و  BPUSهـاي   طـور خلاصـه، نمونـه     بـه . انجام گرفت

در . خانـه تقسـيم شـدند    6بين سه پليت كشت آلژينات 

 pH=4/7ليتر محيط كشت بـا   ميلي 2يك ستون از پليت، 

 pH = 5/6ليتر محيط كشت بـا   ميلي 2و در ستون ديگر 

ي اكسـيژن قـرار    هـا در محفظـه   سپس پليت. افزوده شد

ها فشار جزئي مـورد نظـر، بـا     و به هر يك از آن گرفت

در نهايـت، هـر   . ال شـد كنترل ميزان ورود اكسيژن، اعم

ها به همراه پليت موجود در آن در داخـل   يك از محفظه

كـه محـيط    ،لازم به ذكر است. انكوباتور قرار داده شدند

كشت هر روز تحت شرايط فوق با محيط كشت جديـد  

  .شد جايگزين مي

  :گيري لاكتيت و نرخ توليد آن اندازه. 5

ــراي محاســبه ــد شــده توســط  ب ــت تولي  ي مقــدار لاكتي

هاي كندروسـيت در فواصـل زمـاني مختلـف، از      سلول

روش كار بـراي  ). 13( استفاده شد lactate assayروش 

و آلژينات يكسان و به شـرح زيـر    BPUSهاي  داربست

ي مقدار لاكتيت توليـد شـده، پـس از     براي محاسبه. بود

شـرايط  (يك روز كشت سلولي تحت شرايط مورد نظر 

 5/0ض و مقـدار  ، محيط كشت تعـوي )فيزيكي مشخص

موجـود در   ي محيط جديد، به ازاي هـر نمونـه  ليتر  ميلي

 4هر خانه، جايگزين محيط كشت قبلـي شـد و پـس از    

 5/0ساعت كشـت سـلولي تحـت شـرايط مـورد نظـر،       

محـيط كشـت، از هـر خانـه جـدا و در داخـل       ليتر  ميلي

ليتـر   ميلي 2ريخته شد و سپس ) eppendorff(اپندورف 

ايـن كـار   . گرديدهر خانه افزوده محيط كشت جديد به 

. در روزهاي دوم و سوم كشت سـلولي نيـز تكـرار شـد    

محيط كشـت  ليتر  ميلي 5/0ميكروليتر از  10سپس مقدار 

هـاي   موجود در هر اپندورف به ازاي هر نمونه، به خانـه 

ميكروليتـر   100تايي منتقل و سپس مقدار  96هاي  پليت

reagent (Sigma) lactate  خانه افزوده شـد و  نيز به هر

نـانومتر توسـط    540سپس شدت جذب در طول مـوج  

. گيـري شـد   اندازه  ELIZA(JENCONS, UK)دستگاه 

نيـاز بـه    ،ي مقـدار لاكتيـت   در اين قسمت براي محاسبه

هاي لاكتيت خـالص بـا    لذا محلول. منحني استاندارد بود

ــيط  mM 5و  4، 3، 2، 5/1، 1/0درصــــدهاي  در محــ

چـه كـه در بـالا بـه آن      مشابه آن سپس. كشت آماده شد

هـاي   ميكروليتر از هر نمونه به خانه  10اشاره شد، مقدار

ــايي منتقــل و ســپس  96هــاي  پليــت ــر  100ت ميكروليت

lactate reagent ها افزوده و  نيز به هر كدام از اين نمونه

. گيري شد نانومتر اندازه 540شدت جذب در طول موج 

سب مقدار لاكتيـت  در نهايت منحني شدت جذب بر ح

تراز شـده بـر ايـن     خط هم ي هر نمونه رسم و از معادله

هـاي اصـلي    منحني، مقادير لاكتيت توليد شده در نمونـه 

هـا از   لازم به ذكر است كه در اين آزمـايش . محاسبه شد

هـاي مـرده و بـدون     بـا سـلول  (هاي بدون لاكتيت  نمونه

 ـ   نيز به) سلول ذيري عنوان كنترل استفاده شـد و تكـرار پ
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آزمايش بـر روي هـر    9ها در هر مرحله با  تمام آزمايش

  . نمونه مورد ارزيابي قرار گرفت

براي بررسي نرخ توليد لاكتيت نيز، براي هر دو 

 .استفاده شد 1و آلژينات، از فرمول  BPUSداربست 

 
 

مقدار ميانگين لاكتيت توليد شده بـه   Lدر اين رابطه 

محيط كشت در هـر  حجم  mmole(، V(ازاي هر نمونه 

 ي دانسـيته  C، )ليتـر  ميلـي (پليت كشـت سـلولي    ي خانه

زمــان كشــت  tو ) × 106(ســلولي بــه ازاي هــر نمونــه 

  .بود) ساعت(گيري مقدار لاكتيت  سلولي براي اندازه

  ):GAG( گيري مقدار گلايكوسامينوگلايكن اندازه. 6

تشكيل شده بر روي هر دو نوع داربسـت،   GAGمقدار 

 رنـگ ). 28(گيري شـد   اندازه DMMB assayبه روش 

DMMB باشـد كـه    يك رنگ به شدت متاكروماتيك مي

ــرار  ــق و تكـ ــبه   روش دقيـ ــراي محاسـ ــذيري بـ ي  پـ

ــيميايي ــي  GAGهيستوش ــروف م ــد در غض ــراي . باش ب

بـــه ايـــن روش، ابتـــدا رنـــگ     GAGي  محاســـبه

)dimethylmethylene blue, ALDRICH (DMMB 

انجـام   papainمحلول ها در  نمونه ي سپس تغذيه و تهيه

 GAGگيـري   سـازي و انـدازه   در نهايـت اسـتاندارد  ؛ شد

  . توسط اسپكتروفتومتر صورت گرفت

ــدازه ــراي ان ــدار  ب ــري مق ــده در  GAGگي ــد ش تولي

روزهــاي ســوم، هفــتم و چهــاردهم كشــت ســلولي در 

هـا   ، داربسـت pHشرايط مختلف فشار جزئي اكسيژن و 

 papainمحلول مدت يك شب در  طور جداگانه و به   به

. گـراد قـرار داده شـدند    ي سانتي درجه 60- 65در دماي 

ــول  ــردن   papainمحلــ ــوط كــ ــا مخلــ  mM 20بــ

PBS(pH=6.8) ،mM 1 EDTA (Sigma) ،mM 2 

dithiothreotol ،300 ليتـر   ميكروگرم در ميليpapain  و

mM Cysteine 10 ميكروليتـر   20سپس مقدار . تهيه شد

هــاي مخصــوص  ولــههــاي تغذيــه شــده بــه ل از نمونــه

)cuvette (     اسپكتروفتومتر منتقـل و بـه ازاي هـر نمونـه

ها اضافه گرديد و  به آن DMMBرنگ ليتر  ميلي 1مقدار 

. گيري شد نانومتر اندازه 595شدت جذب در طول موج 

دسـت آمـد و در     منحني استاندارد نيز به روش مشابه به

توليد شـده بـر روي هـر داربسـت      GAGنهايت مقدار 

هـا   كه در اين آزمايش ،لازم به ذكر است. سبه گرديدمحا

هـاي مـرده و بـدون     با سلول( GAGهاي بدون  از نمونه

پـذيري   عنوان كنترل اسـتفاده شـد و تكـرار    نيز به) سلول

آزمايش بـر روي هـر    9ها در هر مرحله با  تمام آزمايش

  . نمونه مورد ارزيابي قرار گرفت

  :آناليز آماري. 7

و  ANOVAاي آمـاري  ه ـ بـا آزمـون  محاسبات آمـاري  

student t-test   افـزار   و توسـط نـرمSPSS  10 ي نسـخه 

)version 10; SPSS Inc., Chicago, IL (انجام گرفت .

ــطح معنــي    ــن محاســبات، س ــون در اي   ،هــا داري آزم

 p-value  در نظر گرفته شد ،05/0كمتر از.  

 
 ها يافته

  لاكتيت و نرخ توليد لاكتيت. 1

ت آمـده از منحنـي اسـتاندارد لاكتيـت،     دس ـ  معادلات به

اين معادلات بـراي  . و آلژينات متفاوت بود BPUSبراي 

شـدت   مقدار لاكتيت توليد شده و با توجه بـه  ي محاسبه

در . رود كار مي  به ELIZAجذب حاصله توسط دستگاه 

ي خطي بـين توليـد لاكتيـت و     اين معادلات، يك رابطه

  . وجود داشت نانومتر 540شدت جذب در طول موج 

Y=0.1913X+0.0361           )2(          BPUS براي      

Y=0.2995X+0.3441           )3(  براي آلژينات          

نشـان داده شـده    3و  2هـاي   گونه كه در شكل همان

اي بين مقدار لاكتيت توليـد   است، اختلاف قابل ملاحظه

 براي هـر دو داربسـت   pH = 4/7و  pH = 5/6شده در 

= Rate of lactate production 
tC

VL

×
×  
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اين به آن معني است كه ). P > 001/0(شود  مشاهده مي

4/7 = pH  ــراي متابوليســم ــك را ب ، شــرايطي فيزيولوژي

  عبارت  به. كند سلولي بر روي هر دو داربست فراهم مي

 ATPهــاي كندروســيت در ايــن شــرايط  ديگــر، ســلول

تـر   موجـب تكثيـر سـلولي سـريع     بيشتري توليد كـرده، 

مشـاهده   3و  2هـاي   نمودار از طرف ديگر، در. شوند مي

   شود كه با گذشـت زمـان، ميـزان توليـد لاكتيـت در      مي

4/7 = pH 5/6كه در  در حالي. يابد افزايش مي = pH   نـه

تنها مقدار لاكتيت توليد شده با گذشـت زمـان افـزايش    

طـور كلـي،     بـه . كنـد  يابد، بلكه كاهش نيز پيدا مـي  نمي

جـه  موجـب كـاهش حجـم سـلول و در نتي     pHكاهش 

اختلال در متابوليسم طبيعـي سـلول و انتقـال نامناسـب     

مقدار لاكتيت توليـد   ،هايي مثل گلوكز به سلول شده يون

  ). 13(دهد  شده را كاهش مي

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

روز ���

(m
m

ol
e

)

��

 �
�
��

 �
�

��
ر 

�ا
��

pH=7.4

pH=6.5

روز اول  روز 
	م  روز دوم

  
بر توليد لاكتيت براي داربست آلژينات در درصد اكسيژن  pHاثر . 2نمودار 

  %)O2 21 و = z380osmolarity (ثابت  osmolarityو 

)SD ± mean، 001/0 < P ،9  =n( 

  

، اثر فشـار جزئـي اكسـيژن بـر     5و  4 هاينموداردر 

مقدار لاكتيت توليد شده بر روي دو داربست نشـان داده  

در اين نمودارهـا، بيشـترين مقـدار لاكتيـت     . شده است

باشـد، كـه اخـتلاف     اكسيژن مي% 5توليد شده مربوط به 

يـن  ا). P > 01/0(اي با ديگر شـرايط دارد   قابل ملاحظه

به آن معني است كه بيشترين مقدار لاكتيت توليـد شـده   

باشـد   فشار جزئي اكسـيژن مـي   ي مربوط به شرايط بهينه

ديگـر،   بـه عبـارت   . يابـد  كه با گذشت زمان افزايش مي

تغيير در فشار جزئي اكسيژن باعث تغيير حجم سـلول و  

  ). 9- 11(گردد  در نتيجه تغيير متابوليسم سلولي مي

كتيت، با داشـتن مقـدار لاكتيـت توليـد     نرخ توليد لا

نتايج نشـان  . باشد قابل محاسبه مي) 1( ي شده، از معادله

% 5و  pH=  4/7داد كــه بيشــترين نــرخ لاكتيــت در    

دهـد كـه    نشـان مـي   7و  6نمودارهاي . باشد اكسيژن مي

 pH=  4/7نرخ توليد لاكتيت براي هر دو داربست و در 

 يابــد  اي مــي هبــا گذشــت زمــان افــزايش قابــل ملاحظــ

)01/0 < P .(دهـد   نشان مـي  9و  8چنين نمودارهاي  هم

اكسيژن، بهتـرين شـرايط متابوليسـم    % 5كه فشار جزئي 

در ). P > 05/0(كنـد   براي هر دو داربست را فراهم مـي 

% 21اين نمودارها مشخص اسـت كـه در فشـار جزئـي     

% 5اكسيژن، نرخ توليد لاكتيـت قابـل مقايسـه بـا فشـار      

اكسيژن، نرخ توليـد  % 1طرف ديگر در شرايط  از. نيست

لاكتيت براي هر دو داربست و بعـد از سـه روز كشـت    

يابد كـه ايـن مسـأله نشـان از عـدم       سلولي، افزايش نمي

 . شرايط فيزيولوژيك مناسب براي متابوليسم سلولي دارد
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در درصد BPUS بر توليد لاكتيت براي داربست  pHاثر  .3 نمودار

  %)O2 21 و  = 380osmolarity(ثابت   osmolarityاكسيژن و 

)SD ± mean ،001/0 <P  ،9 =n (  
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بر توليد لاكتيت ) oxygen tension(اثر فشار جزئي اكسيژن  .4 نمودار

  ثابت  pHو  osmolarityبراي داربست آلژينات در 

)4/7pH =  380وosmolarity = (  

)SD ± mean ،01/0 < P ،9  =n(  
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بر توليد لاكتيت براي ) oxygen tension(فشار جزئي اكسيژن  اثر .5 نمودار

  ثابت  pHو  osmolarityدر  BPUSداربست 
)4/7pH =  380 وosmolarity = (  

)SD ± mean ،01/0 < P ،9  =n(  
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بر نرخ توليد لاكتيت براي داربست آلژينات در شرايط درصد  pHاثر . 6 نمودار

  ) = 380osmolarity و% O2 21 (ثابت  osmolarityاكسيژن و 
)SD ± mean ،01/0 < P ،9 =n ( 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

روز ���

(m
m

ol
e/

hr
)   �

����
��

� 
����

��
��

خ 
���

��

pH=7.4

pH=6.5

روز اول روز 
	م  روز دوم

  
در شرايط درصد  BPUSبر نرخ توليد لاكتيت براي داربست pH اثر . 7 نمودار

  ) = 380osmolarity و% O221(ثابت  osmolarityاكسيژن و 
)SD ± mean ،01/0 < P ،9  =n(  
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بر نرخ توليد لاكتيت ) oxygen tension(اثر فشار جزئي اكسيژن  .8 نمودار

ثابت  pHو  osmolarityبراي داربست آلژينات در شرايط 

)380osmolarity=  4/7 وpH = (  

)SD ± mean ،05/0 <P  ،9 =n ( 

  

  : توليد شده) GAG(مقدار گلايكوسامينوگلايكن . 2

ــه ــق، معادل ــن تحقي ــه در اي ــي  ي ب ــده از منحن دســت آم

توليد شده  GAGي مقدار  براي محاسبه GAGاستاندارد 

در ايـن معادلـه، بـين    . براي هر دو داربست، يكسان بود

و شــدت جــذب در ) CS(ســولفات  مقــدار كنــدروايتين

  . ي خطي وجود دارد نانومتر رابطه 595طول موج 

Y = 0.0056X+0.3318                                    )4(    
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بر نرخ توليد لاكتيت ) oxygen tension(اثر فشار جزئي اكسيژن  .9 نمودار

ثابت  pHو  osmolarityدر شرايط  BPUSبراي داربست 

)380osmolarity = 4/7 وpH = (  

)SD ± mean ،05/0 < P ،9 = n(  
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براي داربست آلژينات در شرايط درصد  GAGبر توليد  pHاثر  .10 نمودار

  ) = 380osmolarityو% O221(ثابت  osmolarityاكسيژن و 

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n( 

  

در اين بخش نيز، نتايج حاكي از آن بود كه بيشترين 

ــراي هــر دو داربســت، در   GAGمقــدار  توليــد شــده ب

و  pH = 4/7هاي مختلف كشت سلولي، مربوط به  زمان

 11و  10 نمودارهـاي . باشـد  اكسيژن مي% 5فشار جزئي 

توليد شـده بـر روي هـر     GAGدهند كه مقدار  نشان مي

افـزايش   pH = 4/7ست و با گذشـت زمـان، در   دو دارب

البته هر چند كـه ايـن افـزايش بـر     ). P > 05/0(يابد  مي

ي  روي نمودار چنـدان زيـاد نيسـت، امـا نشـان دهنـده      

افزايش يكنواخت متابوليسم سـلولي بـا گذشـت زمـان     

% 5نيـز، در شـرايط    13و  12 نمودارهـاي در . باشـد  مي

 GAGمقـدار   اكسيژن و با گذشت زمان كشت سـلولي، 

ــل   ــر روي هــر دو داربســت افــزايش قاب توليــد شــده ب

اين نتايج حـاكي از  ). P > 05/0(كند  اي پيدا مي ملاحظه

و فشـار جزئـي اكسـيژن، باعـث      pHآن است كه تغييـر  

تغيير حجم سلول و در نتيجه، متابوليسم سلولي بر روي 

گردد كه البته بهترين شـرايط متابوليسـم    دو داربست مي

  . باشد اكسيژن مي% 5و فشار جزئي  pH = 4/7ه مربوط ب
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در شرايط درصد  BPUSبراي داربست  GAGبر توليد  pHاثر  .11 نمودار

  )=380osmolarityو% O221(ثابت  osmolarityاكسيژن و 

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n( 
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 براي GAGبر توليد ) oxygen tension(اثر فشار جزئي اكسيژن . 12 نمودار

 ثابت  pHو  osmolarityداربست آلژينات در شرايط 

)380 = osmolarity 4/7 و = pH(  

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n(  
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آيـد كـه    دست آمده چنين بر مـي   از مجموع نتايج به

و فشــار جزئــي  pHبهتــرين شــرايط متابوليســم در هــر 

اكسيژن، مربوط بـه آلژينـات اسـت كـه ايـن مسـأله بـه        

گـردد كـه در بخـش     كي ماده بر ميماهيت خواص فيزي

  .بحث به آن پرداخته خواهد شد
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براي  GAGبر توليد ) oxygen tension(اثر فشار جزئي اكسيژن  .13شكل 

  ثابت pHو  osmolarityدر شرايط  BPUSداربست 

)380  =osmolarity  4/7و  =pH(  

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n(  

  

  بحث

ي بسيار تأثيرگذار در يكي از عوامل فيزيكوشيمياي

). 28(باشد  هاي كندروسيت، اكسيژن مي متابوليسم سلول

دهند كه  دست آمده نشان مي  در اين تحقيق، نتايج به

، pHعوامل فيزيكوشيميايي مثل فشار جزئي اكسيژن و 

توانند متابوليسم سلولي را تغيير  زمان، مي طور هم  به

توانند مقدار  در واقع، عوامل فيزيكوشيميايي مي. دهند

هاي كندروسيت را،  توسط سلول GAGتوليد لاكتيت و 

در اين . بدون وابسته بودن به نوع داربست، تغيير دهند

تحقيق مشخص شد كه بهترين شرايط براي متابوليسم 

اكسيژن % 5و  pH=4/7هاي مفصلي در  كندروسيت

و مقدار  pHرسد كه تغيير در  به نظر مي. اشدب مي

تواند موجب تغيير در حجم  شت، مياكسيژن محيط ك

هاي  سلولي و در نتيجه تغيير مكانيزم انتقال يون

در متابوليسم  ،شده برعكسداخل سلول و   اي به تغذيه

پايين و فشار  pHلذا در ). 28(سلولي تأثير بگذارد 

ي سلول مختل و  اكسيژن غيرفيزيولوژيك، تغذيه

لاكتيت و د و در نتيجه توليد شو تر مي متابوليسم كم

GAG نتايج حاصل از كشت سلولي دو . يابد كاهش مي

نيز نتايج اين تحقيق را تأييد ) monolayer(بعدي 

گلايكوليك  مطالعات بر روي داربست پلي). 29(كند  مي

روز كشت سلولي  21نيز نشان داد كه تا ) PGA( اسيد

، بهترين شرايط متابوليسم pHو بدون كنترل دقيق 

البته ). 30(شود  اكسيژن حاصل مي% 5ها در  كندروسيت

لازم به ذكر است كه بررسي اثر متقابل فشار جزئي 

ها در هيچ  بر روي متابوليسم كندروسيت pHاكسيژن و 

اي مورد بررسي قرار نگرفته است و تحقيق حاضر،  مقاله

  .  باشد از اين لحاظ داراي نوآوري مي

براي از طرف ديگر، امروزه در مهندسي بافت غضروف، 

هاي سه بعدي  بازسازي بافت آسيب ديده، از داربست

بر روي آن  شود تا سلول مر استفاده مي پلي ي بر پايه

در ). 31(بافت جديد تشكيل دهد  متابوليسم انجام داد،

مر، با كنترل عوامل فيزيكي و  اين سيستم سلول پلي

رد سلول و رشد بافت لكبيوشيميايي مختلف كه بر عم

اي براي مهندسي  ار هستند، شرايط بهينهجديد تأثيرگذ

لذا در اين مطالعه، . شود بافت مورد نظر فراهم مي

و آلژينات در ميزان  BPUSاي بين دو داربست  مقايسه

. ها انجام گرفت تأثيرگذاري بر متابوليسم كندروسيت

آمده نشان داد كه متابوليسم سلولي در دست   نتايج به

آلژينات بهتر از  ي شرايط، بر روي داربست همه

دهد كه  نشان مي 14 نمودار. است BPUSداربست 

و فشار  pHمقدار لاكتيت توليد شده در شرايط يكسان 

 جزئي اكسيژن، براي داربست آلژينات بيشتر
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 توليد شده براي دو داربست آلژينات و  GAGي مقدار  مقايسه .16 نمودار

BPUSدر شرايط يكنواخت و ثابت 

)4/7pH = ،380osmolarity =  ،O221(% 

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n( 
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ي مقدار لاكتيت توليد شده براي دو داربست آلژينات و  مقايسه. 14 نمودار

BPUS  در شرايط يكنواخت و ثابت  

)4/7pH = ،380osmolarity =  ،O221(% 

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n.(  
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ده براي دو داربست آلژينات و ي نرخ لاكتيت توليد ش مقايسه. 15 نمودار

BPUS در شرايط يكنواخت و ثابت 

)4/7pH = ،380osmolarity =  ،O221(% 

)SD ± mean ،05/0 < P ،9  =n(  

براي نرخ توليـد لاكتيـت و ميـزان    ). P > 001/0( است

GAG   توليد شده بر روي دو داربست نيز، همين نتيجـه

ايـن  ). P > 001/0) (16و  15نمودارهـاي  (حاصل شد 

نتايج حاكي از آن است كه عواملي، موجب اين اختلاف 

 BPUSمتابوليسم بر روي داربست آلژينـات نسـبت بـه    

دوسـتي بسـيار    يكـي از ايـن عوامـل، آب   . گرديده است

ايـن خاصـيت موجـب توزيـع و     . خوب آلژينات اسـت 

هـا   گـردد، چـرا كـه سـلول     ها مي مناسب سلول ي تغذيه

هـا و سـاير مـواد     يـون  تحت اين شرايط، قابليت انتقـال 

ــد   ــه محــيط كشــت دارن ــا ). 28(مغــذي را ب  BPUSام

هاي به هم پيوسته  دوست نيست، بلكه شامل تخلخل آب

سـلولي   ي توانـد بـه متابوليسـم و تغذيـه     باشد كه مي مي

هـا   در شرايط كشت سلولي استاتيك، سـلول . كمك كند

بنـابراين در  . شوند تنها بر روي سطح داربست نشانده مي

تنهـا   نبـوده، دوسـت   كـه آب  BPUSهايي نظير  بستدار

صــورت  تواننــد بــه  هــا نمــي متخلخــل هســتند، ســلول

يكنواخت در همه جاي داربسـت و از جملـه داخـل آن    

  هـا بـه آرامـي بـه     همچنين بعضي از سلول. توزيع شوند

دليـل شـرايط    امـا بـه  ، شـوند  هـا وارد مـي   داخل تخلخل

محيط كشـت  موجود در كشت سلولي استاتيك، اجزاي 

هـاي وارد شـده بـه درون     ي سـلول  توانند در تغذيه نمي

 در نتيجـه خوبي ايفا كننـد و   ها، نقش خود را به  تخلخل

هـاي سـختي    بنابراين در داربست. ميرند ها مي اين سلول

ــل  ــه آب BPUSمث ــل   ك ــط متخلخ ــوده، فق ــت نب دوس

بهترين روش براي افزايش متابوليسم سـلولي،  باشند،  مي

ها را در همه  هايي است كه بتواند سلول روش استفاده از

يكــي از ايــن . جــاي داربســت توزيــع و تغذيــه نمايــد

 Perfusion(هــا، كشــت ســلولي نفــوذي اســت  روش

Culture .(   هـا بـه    در اين روش كشـت سـلولي، سـلول

ها نفـوذ   داخل تخلخل  همراه محيط كشت و به آرامي به 
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طي يـك سـيكل چرخشـي تغذيـه     غضروف  شده، داده

رسد كه اين روش بتواند نتـايج   به نظر مي). 31(شود  مي

عنـوان   را بهبود ببخشد كـه بـه    BPUSحاصل در مورد 

البتـه  . شـود  مي مطرحاين تحقيق  ي پيشنهادي براي ادامه

لازم به ذكر است كه در يكي از تحقيقـات اخيـر مـا، بـا     

هـاي   بررسي اثر فشار هيدرواستاتيك بر متابوليسم سلول

ــر روي دو داربســت كندروســيت  ــات  BPUSب و آلژين

مشاهده شد كه با افـزايش زمـان كشـت سـلولي، رونـد      

نسـبت بـه آلژينـات     BPUSمتابوليسم بر روي داربست 

 يافتـه ايـن  ). 32(يابـد   به ميزان قابل توجهي افزايش مـي 

باعـث   BPUSدهد كه خواص مكانيكي بـالاتر   نشان مي

ت فشـار  هـا تح ـ  تأثير بيشتر بـر متابوليسـم كندروسـيت   

مطالعـات بـر روي    ي لـذا ادامـه  . شود هيدرواستاتيك مي

تواند منجر به كسب نتايج جالب توجـه   اين داربست مي

  . دشوو كابردي 

در اين تحقيـق مشـخص شـد كـه تغييـرات فشـار       

تواند باعث تغيير حجم سلول  ، ميpHجزئي اكسيژن و 

داخل   و در نتيجه تغيير در مكانيزم انتقال مواد مغذي به

سـازي شـرايط    بنابراين، بهينـه . و خارج از سلول گردد

تواند باعث بهينـه شـدن    مي pHفشار جزئي اكسيژن و 

بهتـرين شـرايط   . در غضروف شود glycolysisفرآيند 

فشار هاي كندروسيت مفصلي در  براي متابوليسم سلول

از طرف . دست آمد  به pH = 4/7اكسيژن و % 5جزئي 

بيشتر آلژينات نسبت  دوستي ديگر مشخص شد كه آب

 ي توانــد باعــث توزيــع بهتــر و تغذيــه مــي BPUSبــه 

ها در شرايط مختلـف فيزيكوشـيميايي    تر سلول مناسب

دوستي موجب انتقال بهتـر مـواد    چرا كه اين آب ؛شود

عـاملي بـراي بهتـر بـودن      شـده، هـا   مغذي بـه سـلول  

ا بـا  م ـا. دباش ـ ها بر روي آلژينـات مـي   متابوليسم سلول

به غضـروف   BPUSواص مكانيكي نزديك توجه به خ

هاي ديگـر كشـت مثـل كشـت      مفصلي، انتخاب روش

ــوذي  ــه)Perfusion Culture(نف ــزايش   ، ب ــور اف منظ

ها بـر روي ايـن    سرعت و ميزان متابوليسم كندروسيت

تواند در كارايي اين داربست در مهندسـي   داربست، مي

  .بافت غضروف مفصلي مؤثر باشد
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Abstract 
Cartilage is a tissue with a low potency of self-repairing. One of the 
methods in increasing of regeneration and metabolism in cartilge, is 
stimulating physicochemical parameters on cell-polymer systems, as 
cartilage based cells. The cell–polymer system can be used to identify 
and control various biochemical and physical factors expected to 
influence cell function and tissue growth. 

Background: 

Two physicochemical parameters, oxygen tension and pH, was changed 
to measure the lactate and rate of lactate production after 1, 2 and 3 days 
culture and GAG (glycosaminoglycan) production after 3, 7 and 14 days 
culture of chondrocytes on DegraPol®, as a biodegradable polyurethane 
scaffold (BPUS), and alginate scaffolds. The results finally were 
compared on both scaffolds. 

Methods:  

Physicochemical parameters like oxygen tension and pH could change 
cell metabolism. In fact, the physicochemical parameters could affect 
lactate production and GAG content of chondrocyte cells and it does not 
depend on the type of scaffold. The best condition of the articular 
chondrocytes metabolism was for 5% O2 and pH = 7.4 (P < 0.001). The 
comparison between BPUS and alginate scaffold is showing that the 
results are better for alginate beads (P < 0.001). 

Findings: 

Oxygen and pH alterations could change the cell volume that cause 
changing of normal mechanism of transferring ions and other 
digesting solutes into the cells. Therefore, optimization of oxygen 
tension and pH could optimize glycolysis process in cartilage. Also, 
hydrophilicity of alginate causes better cell distribution and nutrition 
than BPUS.  

Conclusion: 

 

Chondrocyte, Physicochemical parameters, Polyesterurethane, 
Alginate, Tissue engineering. 
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