
بررسي تاثیر داربست نوین تهیه شده از هیالورونیك اسید جهت

 ترمیم بافت هاي آسیب دیده بر رشد سلول هاي آمنیون
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مقدمه
در  اخیرا  که  شده  انجام  تحقیقات  اساس  بر 
صورت  هاروارد   و  فارست   ویک  دانشگاه هاي 
گرفته است، نشان داده شده است که  مایع آمنیون 
منبعي سرشار از سلول هاي تمایز نیافته غیر رویاني  
توانایي  اند که  داده  نشان  این سلول ها  باشد.  مي 
از  ها  سلول  از  مختلفي  هاي  گونه  به  یافتن  تمایز 
بر  دارند.  را  پوست  و  استخوان  و  کبد  مغز،  جمله 
به  این سلول ها  تمایز  توانایي تکثیر و  این اساس 

چكيده
با پيشرفت هاي صورت گرفته در زمينه مهندسي بافت، عرصه هاي جديدي از روش هاي ترميم اعضاي آسيب ديده بدن ايجاد شده است. به منظور 
ترميم بافت هاي آسيب ديده روش هاي زيادي توسعه پيدا نموده اند كه با استفاده از اين روش ها فرايند ترميم نيز صورت مي پذيرد و عملكرد اين بافت 
ها تا حد زيادي به حالت اوليه بازمي گردد. به منظور بهبود فرايند هاي موجود، سعي نموديم تا با استفاده از علوم مهندسي بافت ميزان ترميم را افزايش 
دهيم. جهت بررسي كارايي داربست هاي تهيه شده، از سلول هاي آمنيون به عنوان دسته سلول هاي مورد نظر استفاده نموديم. در ميان اين سلول ها 
مقدار قابل ملاحظه اي سلول هاي تمايز نيافته غير روياني نيز وجود دارد كه مطالعات اخير نشان داده است اين سلول ها توانايي تمايز يافتن به گونه 
هاي مختلف سلولي را دارند كه اين گونه ها شامل سلول هاي مغز، كبد، استخوان و پوست مي باشند. در اين راستا نيازمند طراحي نوعي از داربست هاي 
مهندسي بافت بوديم تا با قرار دادن اين گونه سلول ها بر روي آن امكان فراهم نمودن شرايط رشد آنها و شكل گيري بافت و همچنين تامين عملكرد 
هاي بافت مورد نظر ايجاد شود. براي رسيدن به اين هدف از بيوپليمر هيالورونيك اسيد براي طراحي داربست استفاده نموده و تاثير حضور اين بيو پليمر 
در محيط كشت سلول ها را مورد بررسي و مطالعه قرار داديم. در اين مطالعه تلاش كرديم تا غلظت مناسبي از ماده كه سبب رشد بهتر سلول ها مي شود 

را تعيين كنيم. بدين ترتيب رهايش ماده از داربست به محيط بيولوژيك تعيين مي گردد.
هدف نهايي در اين تحقيق طراحي سامانه اي نوين كه متشكل از داربست هاي مهندسي بافت ساخته شده از نانو ذرات هيالورونيك اسيد و با امكان 
رهايش كنترل شده جرم به منظور فراهم نمودن شرايط بهينه رشد سلول هاي آمنيون و ايجاد بافت جايگزين تعيين گرديد. بدين منظور تاثير حضور 
هيالورونان را بر كيفيت رشد اين سلول ها بررسي نموديم و با مطالعه بر روي 30 زن باردار و مايع آمنيون گرفته شده از آنها به بررسي چگونگي رشد اين 
سلول ها در حضور هيالورونيك اسيد پرداختيم. نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه بكار گيري غلظت مناسبي از اين ماده در محيط كشت مي توان 

ميزاند رشد سلول ها را تا 40% افزايش دهد.

نانو تكنولوژي

مانند سلول هاي  تعیین شده  پیش  از  سلول هایي 
پوست، قدمي مهم در علم مهندسي بافت محسوب 
پروژه سعي گردیده  این  این اساس در  بر  میگردد. 
است تا با بکار گیري بیوپلیمرها توانایي تکثیر این 
میبایست  راستا  این  در  افزایش دهیم.  را  ها  سلول 
از یک چهار چوب براي قرار گیري سلول ها بهره 
برد که در اصطاح به این گونه چهار چوب ها که از 
پیچیدگي هاي زیادي برخوردار است داربست گفته 
مي شود. داربست هاي مهندسي بافت مي بایست 

نمایند.  فراهم  ها  سلول  رشد  براي  مناسب  مکاني 
بطور معمول در این موارد از فاکتورهاي رشد براي 
تسریع فرایند رشد سلول ها استفاده مي گردد. باید 
مهندسي  داربست هاي  در طراحي  که  داشت  توجه 
نیز  داربست  در  گرفته شده  بکار  ماده  بافت حضور 
داشته  ها  سلول  رشد  بر  بسزایي  نقش  تواند  مي 
تاکنون  که  مطالعاتي  اغلب  در  وجود  این  با  باشد. 
کار  به  مواد  سازگاري  زیست  بر  تنها  گرفته  انجام 
رفته و عدم نقش منفي داربست بر سلول ها تأکید 
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شده است. حال آنکه با طراحي مناسب مي توان در 
ساخت داربست از موادي بهره برد که به رشد سلول 
ها کمک نمایند. به عنوان مثال پلیمرهاي طبیعي 
نظیر هیالورونیک اسید و پلي گلایکولیک اسید که 
به نگهداري پوست  در ترمیم زخم و موارد مربوط 
رشد  به  داربست  عنوان  به  توانند  مي  دارند  کاربرد 
سلول ها نیز کمک کنند. بنابراین به نظر مي رسد 
بررسي نقش این مواد که استفاده از آنها به عنوان 
داربست پیش از این نیز مطرح بوده است مفید باشد. 

2- بخش تجربي
از  پس  باردار  زنان  از  شده  دریافت  آمنیون  مایع 
تقسیم  جامد  و  مایع  فاز  دو  به  شدن  سانتریفیوژ 
شد. فاز جامد حاوي مقدار زیادي از آمنیوسایت ها 
مي باشد که قسمت اعظم این سلول ها غیر زنده 
مي باشند. سلول هاي زنده بجا مانده را در حضور 
هیالورونیک  ذرات  عصاره  از  مختلفي  هاي  غلظت 
از  یک  هر  در  این  بر  علاوه  دادیم.  کشت  اسید 
غلظت هاي مورد آزمایش 10 ترکیب درصد مختلف 
از عصاره و محیط کشت مورد بررسي قرار گرفت. 
نگهداري  و  کشت  آغاز  از  روز   7 گذشت  از  پس 

نمونه ها در انکوباتور 37 درجه آنها را خارج نموده 
و براي بررسي میزان تاثیر گذاري هیالورونیک اسید 
استفاده   MTT تست  از  ها  سلول  رشد  میزان  بر 

نمودیم. 

3- نتايج تجربي و بحث
انجام تست MTT براي هر نمونه  بار  از سه  پس 
و محاسبه برایند نتایج حاصل، در مجموع براي هر 
یک از ترکیب درصد هاي مورد آزمایش 30 مقدار 
از نسبت زنده بودن سلول ها در حضور هیالورونیک 
محیط  در  گرفته  قرار  هاي  سلول  به  نسبت  اسید 
 SPSS کشت بدست آمده و با استفاده از نرم افزار
به تحلیل نتایج حاصل از این مقادیر با روش هاي 
تحلیل واریانس و تحلیل همبستگي پرداختیم و در 

نهایت به نتایج زیر دست یافتیم.
صورت  در  گردید  مشخص  ها  بررسي  این  در 
1mg/ غلظت  با  اسید  هیالورونیک  بکارگیري 

تاثیر بر میزان رشد سلول ها حاصل  ml بیشترین 
ترکیب  از  استفاده  با  غلظت  این  در  و  میگردد. 
درصدهایي در بازه 3% تا 6% مي توان بیش از %40 

بر میزان رشد سلول ها افزود.
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شكل 1- :  مقايسه نتايج حاصل از تست MTT، نسبت سلول هاي زنده در حضور HA با غلظت هاي
 .1.0mg/ml   mg/ml 0.5 و  2.0mg/ml به سلول هاي زنده در نمونه كنترل كه تنها در حضور محيط كشت قرار داشتند.
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