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كاربرد در  براي) 3D matrix( بعديمطالعه يك مورد سلول زدايي بافت لثه كامي انسان و آماده سازي مدلي سه 
  تحقيقات مقدماتي مهندسي بافت لثه

  
  ،  1 ، جينا خياط زاده2 ، سيدعلي بني هاشم راد 1 اآر، جواد بهار1 ، ناصر مهدوي شهري1* مجتبي چروي

  1 سميه نادري ، 1خديجه نژاد شاهرخ آبادي

  
  ، ايراناسلامي، واحد مشهدگروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد   -1
  ، ايراندانشگاه علوم پزشكي مشهد ،دانشكده دندانپزشكي و مركز تحقيقات دندانپزشكي -2

  Mojtaba_cheravi@yahoo.com  :نويسنده مسئولپست الكترونيك * 
  

  17/8/1390: تاريخ پذيرش                               26/5/1390: تاريخ دريافت
 

  چكيده

هـاي طبيعـي    سه بعدي از بافت لثه كامي و بررسي امكـان كـاربرد داربسـت   ) ماتريكس(هدف اين تحقيق تهيه شبكه خارج سلولي  :هدف
(Scaffolds) باشد تهيه شده در تحقيقات كشت سلولي و مهندسي بافت مي.  

قـرار دادن در  (ها، بافت لثه كامي انسان به صورت بيوپسي تهيه و سلول زدايـي بـه روش فيزيكـي     به منظور تهيه داربست :ها مواد و روش
 1/0و  25/0، 5/0، 75/0، 1غلظت هاي ( SDSشيميايي با درصدهاي متفاوتي ازسديم دودسيل سولفات ) تانك ازت و شستشو با آب مقطر

هاي شبه جنيني بافت  ، از سلولSDSدرصد محلول  1تست داربست سلول زدايي شده با غلظت  سپس جهت. گروه انجام شد 5در ) درصد
  .بلاستما براي كشت بر روي اين داربست سه بعدي استفاده گرديد

مطالعـه  ). P<0/05( درصـد بـه طـور معنـي داري باعـث كـاهش سـلول زدايـي بافـت شـد          5/0به پايين تر از  SDSكاهش درصد  :نتايج
  .در مورد بلاستما و داربست همراه آن در روزهاي مختلف كشت نفوذ سلولي، مهاجرت، چسبندگي و تمايز را نشان دادميكروسكوپي 

از . وجود دارد SDSدهد كه امكان تهيه يك داربست طبيعي از بافت لثه كامي به وسيله تيمار با  نتايج اين تحقيق نشان مي: نتيجه گيري
زدايي شده لثه كـامي مـي توانـد همچـون لثـه آزاد داربسـت        هاي سلول دهد كه داربست ژيك نشان ميطرف ديگر نتايج مطالعات هيستولو

هاي تمـايز   آزمايشات بيشتر جهت تعيين ماهيت سلول. ها باشد زيستي سه بعدي مناسبي براي حركت، تمايز، چسبندگي و مهاجرت سلول
  .ماتريكس كمك كنند -هاي سلول تواند به پيشرفت دانش ما در رابطه با بر هم كنش يافته مي

   بافت بلاستما، سديم دودسيل سولفات، ماتريكس خارج سلولي، مهندسي بافت :واژگان كليدي
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  مقدمه
مهندسي بافت يكي از علوم جديد است كه در سال هاي اخير در 
درمان ضايعات بافتي و اندامي و حتي جايگزيني كامل يك اندام، 

مهندسي بافت مولد يـك  ). 1( گرفته استبسيار مورد توجه قرار 
حوزه مطالعاتي جديد است كه در آن اصول مهندسي و بيولـوژي  

گيـرد و موجـب    را جهت اصلاح بافت زنده آسيب ديده بكـار مـي  
داربست، سـلول و  ). 2( تجديد، ترميم وحفظ عمل بافت مي شود

يـك  . فاكتورهاي رشد، سه ركن اصلي در مهندسي بافت هسـتند 
يده آل بايد داراي تخلخـل مناسـب بـراي انتشـار مـواد      داربست ا

غذايي بـوده و امكـان پـاك سـازي مـواد زائـد را داشـته و داراي        
). 3( پايداري مكانيكي مناسبي جهت تثبيـت و انتقـال بـار باشـد    

علاوه بر اين، شيمي سطح ماده بايد چسبندگي سـلول و علامـت   
هـا فنوتيـپ    دهي داخل سلولي را به نحوي ارتقا دهد كـه سـلول  

مولكول هاي ماتريكس خـارج  ). 4( طبيعي خودشان را بروز دهند
ماننــد فيبــرونكتين،  ECM (Extracellular matrix) ســلولي

لامينــين و رســپتورهاي گليكــوپروتئيني ســطح ســلولي آنهــا در 
در واقـع اجـزاي مـاتريكس    . مهاجرت و تمايز سلولي نقش دارنـد 

. دهنـد  تشـكيل مـي   خارج سلولي زيـر بنـاي مهندسـي بافـت را    
ماتريكس نقش مهمي در تسهيل و سـازماندهي   -ديناميك سلول

مـاتريكس خـارج   . كنـد  بسياري از فرايندهاي سـلولي بـازي مـي   
ها، بـه آمـاده    سلولي علاوه بر نقش اتصالي و داربستي براي سلول

هـا كمـك    سازي و جداسازي فاكتورهاي رشد مـورد نيـاز سـلول   
فوق، استفاده از داربست هاي طبيعي با توجه به ويژگي . كنند مي

هـاي موجـودات زنـده مفيـد بنظـر       زدايـي بافـت   حاصل از سلول
سلول زدايـي فرآينـدي اسـت كـه طـي آن تمـامي       ). 5( رسد مي

 ـ ،شـوند  هاي يك اندام يا بافت از آن جدا مي سلول طـوري كـه   ه ب
ها بـه صـورت    فقط شبكه خارج سلولي و چهارچوب ما بين سلول

ها جهت  ها و ارگان سلول زدايي از بافت. باقي بمانددست نخورده 
هـاي   هاي خارج سلولي براي ايجـاد داربسـت   استفاده از ماتريكس

زيستي به طـور موفقيـت آميـزي در مهندسـي بافـت و پزشـكي       
هاي كلينيكـي بـه    اولين درخواست). 6( ترميمي انجام شده است

براي بافت  منظور استفاده از سلول هاي انساني در مهندسي بافت
ها ، كراتينوسيت هـا و داربسـت در    پوست با استفاده فيبروبلاست

اندكي پس از آن تلاش به منظور بازسـازي  . آغاز شد 1980سال 
هاي دهاني، استخوان اسـفنجي و پريـودونتيكس يـا اطـراف      بافت

تـاثير مهندسـي بافـت در دندانپزشـكي     ). 7( دنداني انجام گرفت
هاي مرتبط با حفـره   شمار آن در بافتهاي بي  ناشي از درخواست

هـاي   هاي پزشكي براي ضايعات بافـت  دهاني بوده، چرا كه درمان

). 8( گيـرد  دهاني و دنداني ساليانه ميليونهـا انسـان را در بـر مـي    
هاي بنيـادي جوانـه دنـداني بـا      بافت دهاني به دليل وجود سلول

ايز بـه  هاي بنيادي مزانشيمي قادر به تم خصوصياتي مشابه سلول
هاي چربي و عصبي در شـرايط آزمايشـگاهي و    عاج دندان، سلول

بـا توجـه   ). 9(است بدني، همواره مورد توجه مهندسي بافت بوده 
به اينكه بافت لثه خود از سه قسـمت لثـه چسـبنده، لثـه آزاد و     
مارژينال و لثه چسبنده تشكيل شده، حاوي مقدار زيـادي اليـاف   

داربسـت طبيعـي داراي سـازش    كـلاژن بـه عنـوان    . كلاژن است
هاي داربسـت طبيعـي    پذيري زيستي بالا به عنوان يكي از ويژگي

است و امكان جايگزيني آسـان سـلول و فـاكتور رشـد را فـراهم      
بافـت بلاسـتما گروهـي از سـلول هـاي تمـايز       ). 10،11( كند مي

نيافته اي هستند كه در بخش هايي از بدن يك موجـود زنـده بـا    
زيادي به سلول هـاي جنينـي قـادر بـه تقسـيم و      شباهت بسيار 

باشند و در پيدايش اعضا يـا فراينـد تـرميم و بازسـازي       تمايز مي
گوش خرگـوش مـدل   . نمايند هاي آسيب ديده مشاركت مي بافت

مناسبي براي مطالعات بافت بلاستما بوده و با ايجاد سـوراخي در  
بازسـازي   لاله گوش تمام بافت از دست رفته در آن محل دوبـاره 

تشكيل اين بافت و بازسـازي مجـدد در ناحيـه آسـيب     . گردد مي
ديده طي فرايندهاي تكثير سلولي، سنتز اجزاي ماتريكس خـارج  

  ).12( گيرد سلولي، مهاجرت و تمايز سلولي صورت مي

هـاي سـه    هدف از انجام اين تحقيق در مرحله اول، تهيه داربست
بافـت لثـه كـامي    بعدي مشتق شده از مـاتريكس خـارج سـلولي    

هاي مختلفي از سديم دودسـيل   همچنين تاثير غلظت. انسان بود
به عنوان يك دترجنت يوني كـه در فراينـدهاي   ) (SDSسولفات 

در بخـش  . شود مورد بررسي قرار گرفـت  زدايي استفاده مي سلول
دوم اين تحقيـق جهـت آزمـايش داربسـت، بـر هـم كـنش بـين         

حاصل از گوش خرگوش نـر  داربست تهيه شده و بافت بلاستماي 
  .نژاد نيوزلندي مورد بررسي قرار گرفت

  

  ها مواد و روش
بافت لثه كـامي بـه منظـور تهيـه داربسـت       سلول زدايي

قطعات بافت لثه كامي انسان با كمك متخصص و جراح  :طبيعي
لثه در كلينيك تخصصي دندانپزشكي از نـواحي از سـطح كـامي    

افـزايش طـول تـاج    : از قبيـل دندان كه نياز به اعمال جراحي لثه 
دندان به منظور انجام ترميم و يا از ناحيـه جراحـي دنـدان هـاي     
عقل نهفته فك بالا، با اجازه و توجيه بيماران و بـا رعايـت اصـول    

اين قطعات اضافي در حالت طبيعي ( اخلاقي مربوطه تهيه گرديد
 45تـا   20نمونه ها متعلق به مردان و زنان ). شوند دور ريخته مي
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. ســاله، فاقــد بيمــاري هــاي سيســتميك و غيــر ســيگاري بودنــد
ها پس از انتقال به آزمايشگاه به قطعات يكسـان بـرش داده    نمونه
و حدود  فيزيولوژي شستشو سرم توسط حاصل هاي نمونه. شدند

گـراد نگهـداري    درجـه سـانتي   -4يك هفته در فريـزر در دمـاي   
 2هـاي   كرايوتيـوب  درون ها جهت فريز كردن آني، نمونه. شدند

مايع بـا دمـاي    ازت وارد دقيقه 2 بمدت و گرفته قرار ميلي ليتري
 سـريع  شدن ذوب سپس براي. گراد گرديدند درجه سانتي -196

درجـه   27مقطـر بـا دمـاي     آب در هـا  نمونـه  دقيقـه  5 مدت به
بار تكـرار شـد و بعـد از آن     6اين فرايند، . وارد شدند گراد سانتي

 ) PBS(شستشو به مدت يك سـاعت در محلـول   نمونه ها براي 
phosphate-buffered saline سپس نمونه هـا  . قرار داده شدند

ساعت در شـوينده ي سـديم دو دسـيل     24گروه تقسيم و  5به 
، 5/0، 75/0، 1(غلظـت مختلـف    5بـا   SDS, Merck)(سولفات 

قرار گرفتند و در طي ايـن مـدت بـه آرامـي     ) درصد0/ 1و  25/0
بعد از آن به منظور خروج هسته ها، بقاياي سلولي . ندمخلوط شد

سـاعت در   2و همچنين شوينده ها از بافت، نمونه هـا بـه مـدت    
PBS     قرار گرفته، و سپس چندين مرحله بـا آب مقطـر شستشـو

اسـتفاده   بـوئن  از محلـول  ها نمونه كردن فيكس جهت. داده شد
سـيد  ميلـي ليتـر ا   75براي سـاخت ايـن محلـول مقـدار     (گرديد 

ميلـي   5درصـد و   37ميلي ليتـر فرمـالين    25پيكريك اشباع با 
بعـد از انجـام  مراحـل    ). ليتر اسيد استيك گلاسيال مخلوط شـد 

قالب گيـري، مقـاطع پـارافيني از بافـت      آبگيري، پارافين دهي و
بررسـي   منظـور  زدايي شده در هـر گـروه تهيـه و بـه     هاي سلول

ائـوزين   -هماتوكسيلين زدايي، از رنگ آميزي هاي موفقيت سلول
براي شـمارش سـلول هـايي كـه در     . و پيكروفوشين استفاده شد

فرايند سلول زدايي از بين نرفته و در ماتريكس حضـور دارنـد، از   
سلول زدايـي   SDSهر كدام از گروه هاي كه با درصد متفاوتي از 

مقطع بافتي انتخاب و با اسـتفاده از   20شده اند به طور تصادفي 
شمارش  x40ج ميكروسكوپ نوري و با درشت نمايي عدسي مدر

جهت تعيين اخـتلاف معنـي دار، بـا اسـتفاده از نـرم  افـزار       . شد
 Tukeyتسـت  ANOVA و آناليز   16ويرايش   Minitabآماري

. رسم گرديـد  Excel انجام گرفت و نمودار با استفاده از نرم افزار
  .فته شدمعني دار در نظر گر) >05/0P(از نظر آماري مقادير

جهت كشت، از نمونه هاي سـلول زدايـي شـده بـا      :كشت بافت
كه به طور كامل سلول زدايي شـده بودنـد    SDSدرصد  1غلظت 

بعد از سلول زدايي، نمونه ها  به مدت نيم ساعت در . استفاده شد
استريل قرار داده  PBS درجه و به مدت يك ساعت در  70الكل 
سـاعت در محـيط    24در آخرين مرحله نمونه ها به مدت . شدند

 DMEM (Dulbeccos modified Eagle medium ،كشـت 
Euro clone)   درصـد سـرم جنينـي گـاوي      15همراه باFBS 

(Fetal bovine derum, biosera)  ــاتور ــه  37در انكوب درج
  .درصد نگهداري شدند CO2، 5گراد با  سانتي

 نر هاي خرگوش جهت تهيه بافت بلاستما از :يه بافت بلاستماته

 از كيلوگرم كه 5/2ماهه با وزن تقريبي  6-8نيوزلندي  نژاد سفيد
بودنـد،   شـده  تهيـه  مشـهد  رازي سـازي  سـرم  تحقيقاتي موسسه

 در هـا  آن حيوانات، اين از استفاده زمان تمام در. استفاده گرديد
 پايه غذايي رژيم يك تحت و شدند دانشگاه نگهداري خانه حيوان

         شـده  حـرارت كنتـرل   درجـه  بـا  و قفـس  در انفـرادي  صـورت  به
 روز شـبانه  در سـاعت  12 روشنايي ودرجه سانتي گراد  20 ± 2

با رعايت نكات اخلاقـي و بعـد از بـي حـس كـردن       .داشتند قرار
گوش خرگوش توسط ليدوكائين، با استفاده از دستگاه پانچ چنـد  

ميلي متر در لاله گوش خرگـوش ايجـاد شـد و     2سوراخ به قطر 
بعد از گذشت سه روز در محل سوراخ اوليه، پانچ ديگري به قطـر  

 از بعـد . ميلي متر زده شد و حلقه ي بلاستمايي جـدا گرديـد   4
 آلودگي چندين بـار بـا   حذف جهت بلاستمايي، حلقه سازي جدا
  .شد داده شستشو استريل فيزيولوژي سرم

  

قرار دادن داربست آماده شـده درون بلاسـتما و مطالعـه    
بافت بلاسـتما، در   بعد از آماده سازي داربست و  :بافت شناسي

تهيـه  داربسـت هـاي    زير هود لامينار و در شرايط كاملا اسـتريل 
شده در ميان حلقه هاي بلاستمايي قرار داده شدند و در ظـروف  

ميلي ليتر   4در هر خانه ميزان . شش خانه اي كشت قرار گرفتند
ميكـرو ليتـر    500و FBS درصـد   15بـا    DMEMمحيط كشت

سـپس  . استرپتومايسـين ريختـه شـد    /سـيلين  آنتي بيوتيك پني
درصـد   CO2، 5 بـا  درجه سـانتي گـراد   37ها به انكوباتور  نمونه

  .منتقل گرديد

هـا از حلقـه بلاسـتمايي بـه      به منظـور بررسـي مهـاجرت سـلول    
 ،5(طي روزهـاي مختلـف   . روز كشت ادامه يافت 25داربست، تا 

نمونه هاي كشت يافته بـه منظـور مطالعـات    ) 25، 20 ، 15 ،10
در محلول بوئن فيكس و پاساژ بافـت   بافت شناسي برداشته شده،

ــار  . مطــابق روش معمــول انجــام شــد  ــه منظــور مشــاهده رفت ب
هاي مهاجر از بلاسـتما بـه درون داربسـت از رنـگ آميـزي       سلول

  .ائوزين و پيكروفوشين استفاده شد -هماتوكسيلين
  

  نتايج
  نتايج سلول زدايي

درصـد تـا حـدي     SDS  1/0بافت لثه كامي سلول زدايي شده با
شدت رنگ پذيري ماتريكس نسبت به نمونه هاي كنترل كـاهش  

و لايه اپي تليوم همچون يـك لايـه تـور    ) 1شكل(پيدا كرده بود 
مانند بـا حفـظ اتصـالات بـين سـلولي كـه فاقـد هسـته و مـواد          
سيتوپلاسمي بوده كاملا به لايه بازال و بافت همبند متصل بـاقي  

، جـدا  SDSدرصد  25/0در غلظت ). Bو  A، 2شكل ( مانده بود
تليوم از بافت همبند و لايه بازال در برخي نواحي قابل  شدن اپي
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لايـه   SDS درصد 5/0در غلظت ). D و C، 2شكل ( مشاهده بود
از تغييرات واضـح  . اپي تليوم حذف ولي لايه بازال باقي مانده بود

ه در بافت همبند مي توان به تخريب الياف كلاژن اشاره نمـود ك ـ 
در ). Fو  E، 2شـكل (باعث ايجاد تخلخل در ماتريكس شده بـود  

لايه بازال در اغلب نواحي حذف شـده    SDSدرصد 75/0غلظت 
و ). Hو  G، 2شكل( بود و تخلخل ماتريكس نيز افزايش يافته بود

چهارچوب اپي تليـوم و لايـه    SDSدرصد  1در نهايت در غلظت 
  SDSاهش غلظـت  بـا ك ـ ). 3شـكل  ( بازال كاملا خذف شده بود

  ).1نمودار ( احتمال حضور سلول ها در داربست افزايش مي يابد
  

  نتايج كشت بافت
 در بعدي لثه كامي سه داربست در بلاستما بافت هاي سلول رفتار

نتايج . روز بررسي شد25، 20، 15، 10، 5بعد از  in vitroشرايط
روز پــس از كشــت هــيچ ســلول  5هيســتولوژيك نشــان داد كــه 

مهـاجرت سـلول هـاي    . بلاستمايي به داربست نفـوذ نكـرده بـود   
و  15در ماتريكس مشاهده شد و در روزهـاي   10بلاستما از روز 

به ترتيب سلول هاي بيشتري درماتريكس نفـوذ كـرده    25و  20
بـه بعـد تمـايز سـلول هـا بـه شـبه فيبروبلاسـت          15از روز . بود

  ).4شكل ( مشاهده شد
  

  
 ميانگين هـا بـه صـورت    (SDS) سديم دودسيل سولفات ميانگين تعداد سلول ها در داربست هاي سلول زدايي شده با درصد هاي متفاوتي از: 1نمودار 

Mean±SEM نمايش داده شدند )P= 0.001***( درصد1نسبت به غلظت.  
  

  

  

هـا نشـان دهنـده     فلـش . بافـت همبنـد  ) X100 .(Bبـزرگ نمـايي   ( .تليوم كراتينيزه فلش نشان دهنده اپي) A. هاي بافت لثه كامي كنترل نمونه: 1شكل 
  .ائوزين -رنگ آميزي هماتوكسيلين). X400بزرگ نمايي ( باشد ها مي فيبروبلاست

  

  

٠.٠
٠.١
٠.٢
٠.٣
٠.۴
٠.۵
٠.۶
٠.٧
٠.٨
٠.٩
١.٠

١

 ها
ول

سل
داد 

ن تع
نگي

ميا

SDS درصد   
٠.٧۵ ٠.۵ ٠.٢۵ ٠.١

***
***

***

***
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دهنـده لايـه    

) F)-E. شـند 
 75/0غلظـت  

 ،D ،F، ( H 

مجتبي چروي و

                          

ها نشـان د د، فلش
باش بافت همبند مي

غل) H)-G. دهنـد  ي 
، (Bه هاي كـلاژن 

                        

                          

B ( درصد 1/0غلظت
تليوم از با شدن اپي

همبند را نشان مـي
ت نشان دادن رشته

                        

                          

)A-B: ((SDS)فات
 نشان دهنده جدا ش
يوم بر روي بافت ه
 پيكروفوشين جهت

                        

139                   

  

  

  

 

ديم دودسيل سولفا
ن 0 درصد، فلش ها
تلي بقاياي اپي Fكل
،G  (رنگ آميزي

...   مي انسان و

0 تابستان، 2شماره

هاي مختلف سدت
C-D ( 25غلظت/

ف كلاژن و در شكل
،A)  ،C ،E. باشند ي

X 400.(  

ايي بافت لثه كام

، ش2جلد ، )وهشي

 لثه كامي در غلظت
C(. د متصل هستند

تخريب الياف Eشكل
لخل ماتريكس مي

Xبزرگ نمايي (زين

 مورد سلول زدا

پژو -علمي( و بافت

 سلول زدايي شده
 كه به بافت همبند
صد، فلش ها در شك
ها نشان دهنده تخلخ

ائوزي -هماتوكسيلين

مطالعه يك 

مجله سلول و

بافت: 2شكل 
ك اپي تليوم بوده

درص5/0غلظت 
درصد، فلش ها
رنگ آميزي هم
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) 100X .(Bبزرگ نمـايي  (فلش نشان دهنده از بين رفتن اپي تليوم به طور كامل است ) Aدرصد  1بافت سلول زدايي شده لثه كامي با غلظت : 3شكل
رنـگ آميـزي   ). X 400 بـزرگ نمـايي  (فلش نشان دهنده تخلخل به وجـود آمـده در مـاتريكس اسـت     . بافت همبند كه به طور كامل سلول زدايي شده

  .ائوزين -هماتوكسيلين
 

  

 

 

هاي بلاستمايي نفـوذ يافتـه    نماي كلي از داربست و سلول) A. پس از كشت 25مطالعه برهمكنش بين بافت بلاستما و داربست لثه كامي در روز : 4شكل
هـاي شـبه فيبروبلاسـت     سلول هاي نفوذ يافته و تمايز آنها بـه سـلول   )X400 .(Bبزرگ نمايي . (اند ها نشان داده شده به داخل داربست كه توسط فلش

  .ائوزين -رنگ آميزي هماتوكسيلين) X1000بزرگ نمايي (
  

  بحث
فرايندهاي ريخت زايي و اندام زايي، تحـت كنتـرل كمپلكسـي از    

هـاي   هاي تنظيمي هسـتند كـه تعيـين كننـده ويژگـي       مكانيسم
ها و بافت هاي مختلف، به سمت سـازمان يـابي صـحيح در     سلول

مولكـول هـاي تنظـيم كننـده ايـن      . بافت و يـا انـدام مـي باشـد    
هاي تنظيمي هم مواد قابل انتشاري هستند كـه توسـط    مكانيسم

رسپتورهاي سطح سلولي ويژه شناسايي مي شوند و هـم اجـزاي   
سـلول و   -ولسـل  انـد كـه اعمـال متقابـل     خارج سلولي ماتريكس

كنند و رفتار سلول و بافـت مـورد    ماتريكس را تنظيم مي -سلول
در اين پـژوهش ابتـدا بـا عمليـات     ). 13( نمايند نظر را تعيين مي

لثه كامي بـه دسـت    ECMزدايي، داربستي مشتق شده از  سلول
. آمد كه از دو روش فيزيكي و شيميايي براي اين كار استفاده شد

ــي از انج ــد و   در روش فيزيك ــتفاده ش ــريع اس ــته و س ــاد آهس م
استدلال اين كار اين بود كه تشكيل كريستال هاي يخ مي توانـد  

همچنــين در مرحلــه شــيميايي . بــه تخريــب غشــاء كمــك كنــد
  .به عنوان ماده سلول زدا استفاده گرديد SDSزدايي از  سلول

به طور معني داري باعث كاهش  SDSطبق نتايج، كاهش غلظت 
سلول زدايي بافت لثه كامي شد كه اين كاهش غلظـت، تغييـرات   

يكي از مـوارد مهـم در   . هيستولوژيكي متفاوتي را به دنبال داشت
سلول زدايي، راندمان حذف سلول از بافت مي باشد كه وابسته به 

هاي فيزيكـي، شـيميايي و آنزيماتيـك بـه كـار       نوع بافت و روش
زدايي  ها در فرايند سلول هر يك از اين روش. باشد ه شده ميگرفت

بـا توجـه بـه    ). 6( روي تركيبات بيوشيميايي داربست تاثير دارند
در حـل كـردن    SDSنحوه عمل دترجنـت هـاي يـوني از قبيـل     

هـاي   سلول و غشاي هسـته و همچنـين حفـظ ماهيـت پـروتئين     
سـلول   سيتوپلاسمي، اين نـوع دترجنـت هـا تـاثير كارآمـدي در     

علاوه بر آن با توجه به تاثير ميـزان غلظـت   . زدايي بافت ها دارند
هايي كـه بـه كـلاژن     اين مواد در ايجاد سميت و همچنين آسيب

وارد مي كنند، غلظت هاي استفاده شده از اين نوع دترجنـت هـا   
از ايـن رو در  ). 16، 15، 14( باشـد  نيز بسيار مهم و ضروري مـي 
را بـراي ايجـاد يـك     SDSاوتي از اين تحقيق غلظـت هـاي متف ـ  

و همكـاران   Schaner .داربست مطلوب مورد آزمايش قرار گرفت
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درصد، بافت ديواره رگ را  1/0با غلظت  SDSبا استفاده از ) 17(
درصد سلول زدايـي كردنـد و توسـط ميكروسـكوپ      96به ميزان 

ثابت كردند كـه در ايـن    روني و مطالعات ايمونوهيستوشيمي،الكت
، ماتريكس خارج سلولي و ساختار غشا ي پايه حفظ SDSغلظت 

شده و بافت مقاومت كافي را براي پيوند و اسـتفاده در مطالعـات    
بافت همبند لثه كـه داراي مقـادير   . مهندسي بافت دارا مي باشد

مـي باشـد، بخـش اصـلي داربسـت را       IIIو  Iزيادي كلاژن نـوع  
 ـ ر روي رفتـار هـاي   تشكيل داده است و از آنجا كه تراكم كلاژن ب

زدايـي حـائز    سلولي موثر مي باشد، حفظ آن پس از فرايند سلول
همچنين حفظ غشـاء پايـه و اپـي تليـوم در تهيـه      . اهميت است

تواند تـاثير مهمـي    داربست از نكات جالب توجه مي باشد زيرا مي
بر روي رفتارهاي سلولي از جمله مهاجرت و تمايز سـلول هـا بـه    

همانطور كه در قسـمت نتـايج   ). 18( ه باشدكراتينوسيت ها داشت
درصــد  5/0بــه پــايين تــر از  SDSاشــاره شــد كــاهش غلظــت 

هـاي بـالاتر  نشـان     هاي قابل ملاحظه اي نسبت به غلظـت  تفاوت
نخستين تفاوت ميزان تخلخل كمتر داربسـت و بـه هـم    . دهد مي

دومين تفاوت حفظ ساختار اپي تليوم . پيوستگي بافت همبند بود
بافت همبند بود كه با توجه به تخريـب هسـته و اجـزاي     بر روي

سلولي اپي تليوم به شكل يك توري خالي از سـلول بـاقي مانـده    
هايي كه بـا   همچنين اين نكته قابل ذكر است كه در داربست. بود

هـا نيـز    غلظت پايين تر سلول زدايي شدند احتمال حضور سـلول 
لات در جهـت تهيـه   افزايش مي يابد كه اين خود از موانع و مشك

به نظر مي رسـد بـا توجـه بـه حفـظ      . داربست مطلوب مي باشد
ساختار اپي تليوم، غشاي پايه نيز حفظ شده باشـد امـا ايـن امـر     

هـاي   نيازمند بررسي با مطالعات ايمنوهيستوشيمي و رنگ آميزي
اختصاصي مي باشد تا نتايج رضايت بخشـي را بـه همـراه داشـته     

   .باشد

با اين توضيح چرا داربست هاي زيسـتي كـه از مـاتريكس خـارج     
سلولي تشكيل شـده انـد بـراي كاربردهـاي پزشـكي ترميمـي و       
جايگزيني بافت ها يا ارگان ها مناسب هسـتند؟ مطالعـات نشـان    

شامل اجزاي ساختاري مانند انـواع كـلاژن،    ECMداده است كه 
گليكـان هـا،   گليكوپروتئين هـا، اسـيدهيالورونيك، گليكـوزآمين    

با گيرنده هاي  ECMرتيكولين و الاستين است كه جهت اتصال 
در واقـع نمايـان گـر محصـولات      ECM. سلولي مناسب هسـتند 

 هاي مستقر در هر بافت يا ارگـان مـي باشـد    ترشح شده از سلول
)19.( Karring  و همكـارانش )در مطالعـه اي كـه بـر روي    ) 20

احيه حفره دهاني انجـام  هفت ميمون با پيوندهاي خاصي كه در ن
داده بودند با در نظـر گـرفتن كراتينيـزه شـدن اپـي تليـوم غيـر        
كراتينيزه توسط بافت همبند، مشخص گرديد كه بافت همبند در 

اثـرات  . زير اپي تليوم باعث تمايز اپي تليوم پوشاننده مـي گـردد  
در دوران جنيني  Epithelio-Mesenchymalمتقابل بافت هاي 

افت ها و ارگان هاي مختلفي از قبيل، پر، پولك، موجب تشكيل ب
. گـردد  دندان ها، اپي درميس، كبد، غدد بزاقي و مخاط دهان مي

و مشخص شده است كه بافت همبنـد در زيـر اپـي تليـوم باعـث      
در واقع تفاوت سـلولي  ). 21(تمايز اپي تليوم پوشاننده مي گردد 

نـــوع يـــك اپـــي تليـــوم كراتينيـــزه بـــا غيـــر كراتينيـــزه در ت
هاي موجود در لثه است كه كراتينيـزه شـدن را بـه     سايتوكراتين

با توجه به مطالـب عنـوان شـده مـي تـوان      . همراه خواهد داشت
گفـت كــه تفـاوت در بافــت همبنـد زيــرين مـي توانــد تنــوع در     

پس ماتريكس خارج سـلولي  ). 22( سايتوكراتين ها را باعث گردد
بدست مـي آيـد مـي    بافت همبند كه توسط فرايند سلول زدايي 

توانــد در جهــت ايجــاد داربســت هــاي مناســب بــراي تحقيقــات 
) 23( و همكـارانش  Ott. مهندسي بافت مورد استفاده قرار بگيرد

با بكار بردن قلب هاي گرفته شده از موش و بكار بسـتن تكنيـك   
سلول زدايي كامل از اندام بر روي آنها و نهايتا تزريق تركيبـي از  

اين اندامها، موفق به توليد بافـت فعـال قلبـي    سلول هاي زنده به 
توســط آنــزيم هــاي ) 24( و همكــارانش Guo-feng. شــده انــد

تريپسين و ريبونوكلئـاز، آئـورت جنـين خـوك را سـلول زدايـي       
كردند كه نتيجه آن توليد داربستي جهت مهندسـي بافـت رگـي    

نتايج آنها نشان داد كه سلول هاي انـدوتليالي چسـبندگي و   . بود
 Long. ير خود را بر روي اين داربست بخوبي حفظ مي كنندتكث

دريچه قلب خوكي را بـا غلظـت هـاي مختلـف     ) 25(و همكاران 
اين دريچه با استفاده از . تيمار كردند DNaseتريپسين و سپس 

مورد بررسي قـرار گرفـت كـه     TEMو  SEMميكروسكوپ نوري، 
ايـن سـلول    بعـد از . نتيجه آن توليد يك داربست فاقد سلول بود

هاي اندوتليال خوكي و انساني و همچنين ميوفيبروبلاسـت هـاي   
آنـاليز هـاي ميكروسـكوپ    . سگي به روي اين داربست اضافه شد

ــيلين  ــزي هماتوكســ ــگ آميــ ــي و رنــ ــوزين و  -الكترونــ ائــ
هـا بـه سـطح و درون     ايمنوهيستوشيمي نشان داد كه اين سـلول 

  . نموده اند اين داربست نفوذ كرده و شروع به رشد و تكثير

در حالت طبيعي بعد از پانچ گـوش خرگـوش، رشـد اپـي تليـوم      
گوش خرگوش نژاد نيوزلندي به صورت رشد به طرف مركـز مـي   
باشد و اين باعث ترميم سوراخ ايجاد شده در گوش خرگـوش در  

در اينجا از اين خاصيت گوش خرگوش . گردد مي in vivoشرايط 
حلقـه بلاسـتمايي در مجـاورت    استفاده شد و بعـد از قـرار دادن   

). 26( داربست، برهمكنش آن در روزهاي مختلف بررسي گرديـد 
با كشت بافت بلاستما در كنار ماتريكس ) 27( توسلي و همكاران

خارج سلولي استخوان اسفنجي و غضروف مفصلي نشان دادند كه 
كشت بافت بلاستما كه داراي سلول هاي پويايي اسـت، در كنـار   

شده از ماتريكس خارج سـلولي كـه ويژگـي سـه     داربست مشتق 
بعدي دارد مي توانـد مـدل مناسـبي جهـت بررسـي رفتارهـايي       

  .باشد  in vitroهمچون قطبيت و حركت سلولي در شرايط
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مطالعه در روز پنجم بعد از كشت نشان داد كه هـيچ سـلولي بـه    
مهــاجرت ســلول هــاي . درون داربســت مهــاجرت نكــرده اســت

انزدهم بعد از كشت آغاز شد و اوج نفوذ سلول بلاستمايي از روز پ
در ايـن  . ها به درون داربست در روز بيست و پنجم مشاهده شـد 

روز تغيير شكل سلول هاي بافت بلاسـتما و كشـيده شـدن ايـن     
  .توان مشاهده كرد ها را مي سلول

Yamada K با كشت فيبروبلاست هـاي لثـه   ) 28( و همكارانش
انساني كشت  IIIو Iبر روي اسفنج هايي از كلاژن نوتركيب تيپ 

ــر      ــرار داده، تكثي ــت ق ــيط كش ــفنج را در مح ــن اس ــد و اي دادن
ز چند روز در داربست محتوي كلاژن تيـپ  فيبروبلاست ها پس ا

III  نسبت به نوعI    بيشتر بود و نشان دادند كه اين لثـه تشـكيل
شده در محيط كشت به دليل تكثير خـوب سـلولي و آزاد شـدن    
فاكتور رشد مشتق شده از اندوتليال رگي در محـيط كشـت مـي    

بـا  . تواند در درمان كلينيكي براي بيماريهاي لثـه اسـتفاده شـود   
 Iوجه به اين كه بافت لثه كامي شامل مقادير بالايي كلاژن نـوع  ت

مي باشـد در نتيجـه مـي توانـد عـاملي بـراي القـاء تمـايز          IIIو 
  .هاي بافت بلاستما به سمت فيبروبلاست باشد سلول

  
  نتيجه گيري

نتايج ما در بخش اول اين پژوهش يعني سلول زدايي از بافت لثه 
اين بافت  ECMكامي انسان و تشكيل يك داربست سه بعدي از 

كـه بـه    SDSهاي متفاوتي از دترجنت يوني  نشان داد كه غلظت
هـاي سـلول زدايـي مـورد اسـتفاده قـرار        طور گسترده در فرايند

نتايج ايـن تحقيـق نشـان     .گيرد، نتايج متفاوتي را در پي دارد مي
دهد امكان تهيه يك داربست طبيعي از بافـت لثـه كـامي بـه      مي

ما در قسمت پاياني اين آزمايش . وجود دارد SDSوسيله تيمار با 
هاي شبه جنيني بافت بلاستما لاله  جهت تست داربست، از سلول

گوش خرگوش نر نيوزلندي براي كشت در داربسـت سـه بعـدي    
درصد كه به طور كامل سلول زدايـي شـده    1 تهيه شده با غلظت

بود استفاده كرديم تا تاثيرات ماتريكس خارج سـلولي را بـر روي   
نتــايج اوليــه و . ايــن ســلول هــاي تمــايز نيافتــه مشــاهده كنــيم

هاي سلول زدايي  هاي هيستولوژيكي نشان داد كه داربست بررسي
 تواند مدل سه بعـدي مناسـبي بـراي حركـت،     شده لثه كامي مي

  .ها باشد تمايز، چسبندگي و مهاجرت سلول
  

  قدرداني و تشكر
مراتب سپاس بي پايان خود را از تمـامي اسـاتيد بزرگـوارم ابـراز     
داشته و همچنـين از مـديريت محتـرم گـروه زيسـت شناسـي و       
معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد مشهد كه تامين كننـده بخشـي از   

  .نمايم مي ام بودند تشكر هاي مالي پايان نامه هزينه
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Abstract 

Aim: The main goal of this research was to prepare a three-dimensional matrix from gingival palate 
tissues and investigate the possible application of this scaffold in cell culture and tissue engineering. 

Materials and methods: In order to fabricate the scaffolds, the biopsy samples of human palate 
gingival tissue were preparated surgically and divided in 5 groups then decellulization of the samples 
were carried out via physical method (put in nitrogen tanks and rinsing with distilled water) as well as 
chemical method using different concentrations of SDS (0.1%, 0.25%, 0.5%, 0.75% and 1%). 
Furthermore to evaluate the scaffold prepared with 1% SDS, embryonic like cells from blastema tissue 
were seeded on the three-dimensional scaffold. 

Results: Concentration of SDS below 0.5% caused significant reduction (p<0.05) of decellulization of 
the tissues. Microscopic studies of blastema tissue on the scaffold in different days revealed the 
penetration, migration, adhesion and differentiation of the cells. 

Conclusion: This study showed that, it is possible to prepare a natural scaffold frome palatal gingiva 
tissue using SDS treatment. On the other hand, the results of histologic studies showed that the 
decellulized scaffolds of palatal gingival might be suitable as three-dimensional bioscaffold for 
movement, adhesion, differentiation and migration of cells. More investigation is needed to determine 
the identity of the differentiated cells which further it can help to improve our knowledge about cell-
matrix interaction. 
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