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  چكيده

و  يهـاي بنيـادي مزانشـيم    مقايسـه القـا رفتارهـاي سـلول     هاي سه بعدي از بافت لثـه انسـان و   تهيه ماتريكس مطالعههدف از اين  :هدف
  .  بودهاي تهيه شده  بلاستمايي در داربست

  تريتـون  و فاتلدودسـيل سـو   سـديم  شوينده دو از استفاده با دندانپزشكي كلينيك در لثه هاي جراحي از حاصل هاي بافت :ها روش و مواد
X-100 مغـز  يبنيـادي مزانشـيم   هاي سلول با كشت جهت داربستي عنوان به استريليزاسيون، و شستشو مراحل از پس و شدند زدايي سلول 
 ميكروسـكوپ  از اسـتفاده  بـا  ها هفته كشت سلول بر روي آن 4و1،2از پس و قبل ها داربست اين. گرفتند قرار استفاده رت مورد استخوان

گوش خرگوش قرار داده شد  لقه بلاستمايي حاصل از پانچ لالههمچنين داربست سه بعدي تهيه شده، در ح .شدند الكتروني بررسي و نوري
  .هاي هيستولوژي مورد ارزيابي قرار گرفتند ز كشت بر اساس تكنيكهفته بعد ا 4و2، 1ها پس از  و نمونه

در هر دو . داد بافت را نشان در موجود كلاژن رشته هاي و تليوم اپي ماتريكس حفظ نگاره الكتروني ميكروسكوپ با ها داربست مطالعه :نتايج
القـا ترشـح سـلولي نيـز      ،بلاستمايي مهاجرت يافته به داربسـت  هاي در سلولعلاوه بر آن  .تليوم ايجاد گرديد هايي مشابه اپينمونه ساختار
 .مشاهده شد

بيشـتر جهـت   هـاي   البته آزمايش. تواند بستر مناسبي جهت بررسي رفتارهاي سلولي باشد داربست حاصل از لثه انسان، مي  :نتيجه گيري
  .ماتريكس كمك كنند هاي سلول كنش برهمتوانند به پيشرفت دانش ما در رابطه با  هاي تمايزيافته مي تعيين ماهيت سلول

 لثه، ماتريكس سه بعديمزانشيمي، بافت بلاستما،  بنيادي هاي سلول: واژگان كليدي
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  مقدمه
 هـا و يـك مـاتريكس خـارج سـلولي      در بـدن از سـلول  هر بافتي 

. ماتريكس نقش يك داربست سـه بعـدي را دارد   كهتشكيل شده 
ها در سطح اين داربست قرار مي گيرند و به طور مـداوم بـا    سلول

  ). 1و2(هستند آن در تعامل 
هاي مورد استفاده  هاي سنتزي و طبيعي از انواع داربست داربست

هـاي   در داربسـت از آنجـا كـه   . )3( دباشـن  در مهندسي بافت مـي 
 زدايـي شـده، آنتـي    هاي سلول اندامها و  بيولوژيكي مشتق از بافت

هاي ساختاري و  بسياري از پروتئين هاي سلولي  حذف شده و ژن 
هـا   شوند، اين داربست حفظ ميماتريكس خارج سلولي عملكردي 

به طور موفقيت آميزي در مهندسـي بافـت مـورد اسـتفاده قـرار      
زدايـي، برداشـت مـواد سـلولي و      فرايند سـلول  ازهدف  .دان گرفته
به حداقل رساندن هر  حفظ يكپارچگي و اي و در عين حال هسته
فعاليت زيستي ماتريكس خارج سـلولي   و به تركيب آسيب گونه 
هـاي آمـاده    تـاكنون مطالعـات زيـادي در  زمينـه روش     .باشد مي

هـاي مختلفـي از جملـه     ها صورت گرفتـه و بافـت   سازي داربست
مثانه، سيستم عروقي، دريچه هاي قلـب، غضـروف زانـو، ربـاط و     

اند و  زدايي شده سلولي، هاي بافت تاندون به منظور توليد جايگزين
و ) SDS( فاتلدودسيل سـو  سديم ر بسياري از اين مطالعات ازد

  ).4( شده استيا تريتون براي سلول زدايي بافت استفاده 
 تليوم سنگفرشي مطبـق و  اپيشامل جز  بافت مخاط دهان از دو

در بافت همبند، دونوع . بافت همبند در زير آن تشكيل شده است
الاســتين مشــاهده و ) IIIو  Iبيشــتر نــوع (رشــته اصــلي كــلاژن 

اين بافت داراي اجزا سلولي و خارج سلولي است كه جـز  . شود مي
اي اسـت و ايـن مـاده     خارج سلولي شـامل اليـاف و مـاده زمينـه    

ها و الياف را پر مـي كنـد و    اي فضاي موجود در بين سلول زمينه
اسـيد هيالورونيـك و   (هـا   پروتئوگليكـان ، حاوي مقدار زيادي آب

) عمـدتا فيبـرونكتين  (هـا   و گليكـوپروتئين  )كندرويتين سـولفات 
  ).5( باشد مي

Yamada ــر روي  فيبروبلاســت) 6( و همكــارانش ــه را ب هــاي لث
انساني كشـت و ايـن    IIIو  Iاسفنج هايي از كلاژن نوتركيب نوع 

ها پس از  تكثير فيبروبلاست. ندداسفنج را در محيط كشت قرار دا
 Iنسـبت بـه نـوع     IIIچند روز در داربست محتـوي كـلاژن نـوع    

 .بيشتر بود
Izumi تليـال گرفتـه شـده از     هـاي اپـي   سـلول ) 7( و همكارانش

هفته قبل از جراحي روي يك مـاتريكس   4مخاط دهان بيمار را 
  كشت دادند و از آن براي پيوند) آلودرم(درم آلوژنيك فاقد سلول 

  . داخل دهاني استفاده نمودند 
 مختلـف،  هـاي  بافـت  مهندسي در استفاده مورد هاي سلول از يكي
ايـن بـود    بر  ابتدا تصور در .باشد مي يمزانشيم بنيادي هاي سلول

 سـلولي  هـاي  دودمان به ها محدود اين سلول تمايزي كه پتانسيل
امـا بعـدها مشـخص گرديـد كـه در شـرايط       ). 5(اسـت   مزانشيم

 مزانشـيم  غيـر  امنش با هايي سلول توانايي تمايز به ،متفاوت كشت
    مزانشـيم  بنيـادي  هاي سلول از رو از اين ).8( باشند دارا مي نيز را

 به آسيب ميوكاردي، هاي  نخاعي، ايسكمي هاي آسيب در درمان

 است گرديده استفاده پوست و نورودژنراتيو هاي بيماري استخوان،
 . )10و9(

 اسـكلت  تغييـرات  دستخوش كراتينوسيتي تمايز طي در ها سلول
 اصـلي پهـن   مورفولوژيكي تغيير. دنگرد مي مورفولوژيكي و سلولي
دار  غشـا  اجسـام  همچنـين . باشـد  مـي  سـلول  رونـده  پيش شدن

 ـگرد مي پديدار سلولدرون  كراتوهيالين شامل گرانول مختلف  .دن
 و شـده  تشـكيل  هـا  سلول ميان دسموزومي اتصالات اين، بر علاوه

 و هـا  ازمـاكرومولكول  اي عمـده  بخـش  ،تمـايز  رونـد  ادامـه  در
 زخمـي  كـه  زماني ).11( روند مي بين از سلولي درون هاي اندامك
 مجـاورت  در موجـود  هـاي  كراتينوسـيت  تنهـا  نه گردد، مي ايجاد
 بستر به نيز پوستي درضمايم موجود هاي كراتينوسيت بلكه زخم،
 در و داده تشـكيل  كـوچكي  جزايـر  و كننـد  مـي  مهـاجرت  زخـم 

 ). 12( نمايند مي مشاركت اپيتليوم بازسازي
هاي بافت بلاستما، كه در ناحيه سـوراخ شـده لالـه گـوش      سلول

هـاي بـا ويژگـي     گردد سلول خرگوش بصورت حلقوي تشكيل مي
مي توانند تحت تاثير عوامل محيطي در  وهاي بنيادي بوده  سلول

  ).13(جهات مختلف تمايز يابند 
هـاي بنيـادي    هدف از انجام اين مطالعه بررسي تعامل بين سلول

لالـه گـوش   ماي تهاي بافـت بلاس ـ  يمي در مقايسه با سلولمزانش
خرگوش در داربست سه بعدي طبيعي بدست آمده از بافـت لثـه   

  .باشد انسان مي
  

  ها مواد و روش
 كلينيـك  در لثـه  جـراح  و متخصص كمك با انسان لثه هاي نمونه

 تهيـه  اخلاقـي مربوطـه   اصـول  رعايـت  با و دندانپزشكي تخصصي
 فاقـد  سـاله،  40تـا   20زنـان   و مردان به متعلق ها نمونه. گرديد
 هاي درمان كه جهت بودند غيرسيگاري و سيستميك هاي بيماري

 مراجعـه  كلينيـك  بـه  نهفتـه  عقل دندان جراحي و پروتز-ترميمي
 فيزيولـوژي  سرم جراحي ها در از حاصل لثه قطعات .بودند نموده
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 جـدا  از پـس  .شـدند  نگهـداري  گراد سانتي درجه صفر دماي در و
 به .رسيدمتر  ميلي 3×6به  ها بافت اندازه اضافي، قطعات نمودن

انجماد  جهت دقيقه 2 ها بمدت ها، نمونه بافت زدايي سلول منظور
 به سريع شدن ذوب سپس براي و مايع گرديدند ازت سريع وارد

 ذوب، -انجماد فرايند اين. وارد شدند مقطر آب در دقيقه 5 مدت
 دودسـيل  سـديم  درصـد  1 محلول از از آنبار تكرار شد و بعد  6

 و سـاعت  24 مـدت  بـه  (Cinna Gen, Iran) (SDS)سـولفات  
 به X-100 (Cinna Gen, Iran)تريتون درصد  1 محلول سپس

 از شـوينده هـا   خروج منظور به .گرديد ساعت استفاده 12 مدت

 )(PBS نمكـي فسـفات   بـافر  ساعت در 2 به مدت نمونه ها بافت،
(Bio Gene, UK) ــرار ــه منظــور  ).16و15، 14( گرفتنــد ق ب

دقيقه در اتانـل   30سيون داربست ها، نمونه ها به مدت استريليزا
آب مقطر استريل، بـه  قرار گرفتند و پس از شستشو با  درصد 70

   .شدنداستريل قرار داده  PBSساعت در  1مدت 

 اسـتخوان  مغـز  مزانشـيم  بنيـادي  هـاي  سلول سازي آماده براي 

Bone Marrow Mesenchymal Stem Cell،                 
(BM-MSCs) ــالغ نــر رت ــژاد ب ــا ويســتار ن                   از اســتفاده ب

                 كــاملا شــرايط در آن ران اســتخوان و هــوش بــي كلروفــرم 
ــتريل  ــدا اس ــ ج ــدا .دگردي ــر دو ابت ــتخوان س ــ اس دا                       ج
 (Gibco, USA)كشـت  محـيط  تزريـق  بـا  آن تمحتويـا  و

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) DMEM 
 و (Gibco, USA) (FBS) گـاو  جنينـي  سـرم  درصد 10حاوي 

 به (Biosera, UK)استرپتومايسين  /سيلين پنيميكرو ليتر  10

فلاسـك   حاصل بـه  سوسپانسيونسپس  ود ش استخراج آن داخل
  CO2وگـراد   درجه سانتي 37 دماي اانكوباتور ب در و انتقالكشت 

 محـيط  اوليـه،  كشـت  از پس ساعت24 .گرديد نگهداري درصد 5
 بـاقي ماندنـد   فلاسـك  كـف  به چسبيده هاي سلول و خارج رويي

 تعـويض  بـار  يـك  روز 4الـي   3 هـر  ها سلول كشت محيط .)17(
 .قرارگرفتند استفاده  مورد چهارم پاساژ از پس ها سلول و گرديد

زدايي  هاي سلول داربست روي بر ها ل سلو كشت برايA در گروه 
 .گردند جدا فلاسك از تا نموده تريپسينه را ها آن ابتدا ،لثه شده 
 نئوبـار،  لام بـا  هـا  سـلول  تعـداد  تعيـين  و سـانتريفيوژ  از پـس 

 ميكروليتـر  50 در سـلول  2×105سلولي بـا تـراكم    سوسپانسيون
 محـيط  در نگهـداري  سـاعت  24 از پس ها داربست .گرديد تهيه

سـلول   2×105گرفتند و اي قرار خانه 24 كشت ظروف در كشت،
 . )A1شكل(ها كشت شد  بنيادي مزانشيم مغز استخوان برروي آن

 بـه  ها، داربست به سلولي سوسپانسيون افزودن از پس ساعت يك

 به ظرف كشت و هشد افزوده كشت محيط ليتر ميلي 1چاهك  هر

 آن كشـت  محـيط  بـار  روز يك4تا  3يافت و هر  انتقال انكوباتور

 خرگوش از بلاستما جهت تهيه بافت، Bدر گروه  .گرديد تعويض

 5/2وزن تقريبـي   ماهـه بـا   8تـا   6نيوزلنـدي   نژاد سفيد نر هاي
 تهيـه  مشـهد  رازي سازي سرم تحقيقاتي موسسه از كيلوگرم كه

 حيوانات، اين از استفاده زمان تمام در .استفاده گرديد بودند، شده

 رژيـم  يك تحت و شدند دانشگاه نگهداري خانه حيوان در ها آن

 حرارت كنتـرل  درجه با و قفس در انفرادي صورت به پايه غذايي

 شـبانه  در سـاعت  12 روشنايي وگراد  درجه سانتي 20 ±2 شده

پـژوهش، مصـوبات    تمامي مراحل انجام ايـن  در .داشتند قرار روز
بعد از . مربوط به اصول كار با حيوانات آزمايشگاهي رعايت گرديد

بي حس كردن گوش خرگوش توسـط ليـدوكائين بـا اسـتفاده از     
متـر در لالـه گـوش     ميلـي  2چند سوراخ بـه قطـر    هدستگاه پانچ

 مربوطـه  در محـل ، خرگوش  ايجاد شد و بعد از گذشت سـه روز 
ي بلاستمايي جدا  ر زده شد  وحلقهمت ميلي 4پانچ ديگري به قطر 

، زدايـي  آلودگي جهت بلاستمايي، حلقه سازي جدا از بعد. گرديد
ند و شـد  داده شستشـو  اسـتريل  فيزيولـوژي  سرم بار با 7 ها حلقه

ــپس  ــود س ــر ه ــتريل   در زي ــاملا اس ــرايط ك ــار و در ش  ،لامين

هاي بلاستمايي تهيـه شـده    هاي تهيه شده در ميان حلقه داربست
در ايــن مطالعــه از محــيط   . )B1تصــوير ( داده شــدند قــرار 
 درصـد  CO2 5 بـا گراد  درجه سانتي 37دماي  و  DMEMكشت

  .استفاده شد
  

  
  .قرار گرفتن داربست در داخل حلقه بلاستمايي) B .روي داربست بنيادي مزانشيم مغز استخوان كشت  سلول هاي)  A:1شكل
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هـا   به منظور بررسي مهاجرت سـلول  بافت شناسيهاي  بررسي در
بافت مطابق روش معمـول انجـام شـد و     به داربست مراحل پاساژ

پيك  پيكروفوشين،  ،(H&E) ائوزين -رنگ آميزي هماتوكسيلين
. پيك انديگو صورت گرفـت  -كارمين و رنگ آميزي پاس اينديگو

اسـيد   ميلـي ليتـر   100مخلـوط  (پيكروفوشـين   رنگ آميـزي  در
 قرمـز  كـلاژن ) پـودر فوشـين اسـيد     گـرم  1/0+ پيكريك اشباع 

 پيـك  رنـگ  .شـود  مـي   رنـگ  كرمـي  يـا  زرد تليوم اپي و آتشين
 گرم 1/0+ اشباع  پيكريك ميلي ليتر اسيد 100 مخلوط( نديگويا

 هـاي  تدش با اختصاصي رنگ يك عنوانه ب) نديگوكارمينيا پودر
 مـاتريكس  كـه  زمينـه  ،رنـگ  با اين. باشد متفاوت مي اسيدوفيلي

 مغـز  سـبز  رنگ به تليوم اپي به همراه است كلاژن و همبند بافت
 كم اي قهوه هماتوكسيلين با رنگ ها هسته و آيد مي در اي پسته

بـراي  ) PAS( شـيف  –از معرف پريوديـك اسـيد   . شوند مي رنگ
در تكنيـك  . شـود  ها  استفاده مي جستجو و بررسي گليكوپروتئين

پاس تركيبات موكوسي حاوي اسيد سياليك و هگزوزها به رنـگ  
  .آيند صورتي يا قرمز يا مايل به ارغواني براق در مي

                    )SEM( نگـــاره الكترونـــي در مطالعـــات ميكروســـكوپ 
 (Leo-VP1450, Germany) با ها نمونه ر،تصاوي تهيه منظور به 

 اتانـل  درجات صعودي با  و ثابت تتراكسايد اسميم و رآلدئيداگلوت
 قـرار  گريـد  روي هـا  نمونـه  شـدن،  خشـك  از پس. شدند آبگيري
برداري  و تصويره شد پوشانده پالاديوم  -طلا پوشش با  و گرفتند

  .انجام شد

               (TEM)گــــذاره  الكترونــــي در بررســــي ميكروســــكوپ
(Leo-910, Germany)  يميكروسـكوپ  مقـاطع  تهيـه  جهـت، 

درجـات   بـا  و ثابـت  تتراكسـايد  اسـميم  و گلوتارآلدئيد با ها نمونه
رزيـن قالـب    بـا  آغشـتگي  از شـدند و پـس   آبگيري اتانل صعودي
 80 ضـخامت  بـا  نـازك  مقـاطع  هـا  نمونـه  سپس از .شدند گيري

گـذاره   ميكروسكوپ الكترونـي  با شده آميزي رنگ تهيه و نانومتر
    .شدند عكسبرداري و مشاهده

  

  نتايج

 زدايـي  مختلـف سـلول   مراحل انسان طي لثه بافت مطالعه اين در
      بـراي تمـايز   اي القاكننـده  عامـل  و داربسـت  عنـوان  بـه  و شـده 

BM-MSCs بـراي  .گرديـد  استفاده هاي بلاستمايي رت و سلول 
  SDS درصـد  1 سـپس  مايع، ازت در انجماد سريع از زدايي سلول

 استفاده ساعت12 مدت به درصد 1 تريتون و ساعت 24 مدت به

 بافت از كامل بطور ل زداييوسل فرآيند طي سلولي اجزاي .گرديد

  .)2شكل( شدند حذف لثه

 لثـه  بافـت  ساختاري تغييرات تر دقيق و بيشتر بررسي منظور به

 از اسـتفاده  بـا  شـده  تهيه  داربست سازي، آماده فرآيندهاي طي

 كه همانطور .قرار گرفت مطالعه مورد نگاره الكتروني ميكروسكوپ
 ازفرآينـد  پـس  لثـه  بافـت  كلـي  سـاختار  دهـد،  مي نشان 3شكل
 تـوري  يـك  ماننـد  لثـه  تليوم اپي و) A3( شده حفظ زدايي سلول
 .مانـده اسـت   بـاقي  همبند بافت به متصل و )B3(سلول  از خالي
 دسـت  و سـالم  نيـز  همبنـد  بافـت  كلاژن هاي رشته اين بر علاوه

  .)D3( اند مانده نخورده

  

  

  
  .پيكان ها مشخص كننده هسته سلول ها مي باشند .)آميزي پيك اينديگو رنگ(زدايي  سلول فرآيند از) B(و بعد ) A(قبل  لثه انسان :2شكل
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 به را تليوم اپي ) Bشكل .زدايي ازسلول پس انسان لثه كلي ساختار حفظ) A. نگاره الكتروني ميكروسكوپ با زدايي سلول از پس انسان لثه بررسي: 3شكل

  .دهد مي نشان زدايي سلول از پس و قبل را كلاژن هاي رشتهبه ترتيب  Dو  Cشكل  و سلول از خالي توري يك صورت
  

 گرفته يمزانشيم بنيادي هاي سلول از  Aدر گروهمطالعه  اين در

لثـه   داربست روي بر كشت براي ويستار رت استخوان مغز از شده
 توانسـتند  اول هفتـه  در ها سلول 4شكلبر اساس  .گرديد استفاده

 ايـن  دوم درهفتـه  .دهنـد  تشـكيل  تليـوم،  اپـي  روي بـر  لايـه  يك
 وجـود  بـه  تليـوم را  اپـي  مشـابه  ساختاري و يافته ها تكثير سلول
شـكل   دوكـي  و كشـيده  ظـاهر  هـا  لوسل چهارم هفته در. آوردند
 هاي سلول. بودند داده تشكيل را تري منظم ساختارهاي و داشته

 روي كشـت توانسـتند   اول هفتـه  در رت اسـتخوان  مغـز  بنيـادي 
 5شـكل  در  .دهنـد  تشكيل پاهاي كاذب و يافته استقرار داربست
گـذاره   نگاره و الكتروني ميكروسكوپ ديد با ها سلول كاذب پاهاي

 ديـد  بـا  كشـت  دوم هفته در را ها سلول 6شكل .باشد مي مشخص

 اتصـالات  كـه  دهـد  مـي  نشـان  گـذاره  الكترونـي  ميكروسـكوپ 
بـا   پس از كشت داربست، Bدر گروه  .اند داده دسموزومي تشكيل

بلاستما، در حـال نفـوذ    هايي از بافت بلاستما در هفته اول سلول
هاي  دوم  بعد از كشت، سلولهفته . شدند به داربست مشاهده مي

هاي موجـود در داربسـت    بيشتري به داربست نفوذ و تعداد سلول
هاي مشـابه  در هفته چهارم تشـكيل سـاختار   .افزايش يافته بودند

علاوه بـر ايـن    ).4شكل( تليوم در سطح داربست مشاهده شد اپي
) پاسخ پـاس مثبـت  ( از هفته دوم رفتارهاي ترشحي  B در گروه

 7شكل(هاي مهاجرت يافته به داربست مشاهده شد  لنيز در سلو
  .)1جدول و 

  

 .حاصل يك بررسي كيفي است نتايج) . - (و عدم مشاهده (+)  مشاهده. رفتارهاي سلولي مشاهده شده در طي دوره مورد مطالعه :1جدول 

  رفتار سلولي
  

  نوع سلول
  چسبندگي

  )دسموزومي اتصالات(
   مهاجرت

  ترشح سلولي  تقسيم سلولي  )كاذب پاهاي تشكيل(

هاي بنيادي  سلول
  _  +  +  +  يمزانشيم

  +  +  +  +  هاي بلاستما سلول
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  .با ماتريكس خارج سلولي لثه) FوB،D(و سلول هاي بلاستمايي ) Eو A،C(هاي بنيادي مزانشيمي  كنش سلول مقايسه برهم :4شكل 
  ).كارمين آميزي رنگ( )E( چهارم هفته در و )آميزي پيك اينديگو رنگ( )C( دوم هفته در ،)A( لهفته او در تليوم جديد شبه اپي لايه

تشـكيل   و )ائـوزين  -هماتوكسـيلين   رنـگ آميـزي  ( )D( دو هفته پـس از كشـت   ،)B(پس از كشت  هاي بلاستمايي به داربست در هفته اول نفوذ سلول
  .)رنگ آميزي پيكروفوشين() F(تليوم در هفته چهارم  هاي شبه اپي لايه

  

  
 سلولپاي كاذب ) SEM .Bميكروسكوپ  نماي از ها سلول) A. سلول هاي بنيادي مزانشيمي كشت اول هفته در ول ها سل كاذب پاهاي تشكيل :5شكل 

  .)مي باشد ها سلول كاذب پاهاي نمايانگر ،ستاره. (TEMميكروسكوپ  از نماي
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 را كراتينوسيت هاي شبه سلول سمت به احتمالي  تمايز وم كشت ود هفته در هاي بنيادي مزانشيمي سلول توسط دسموزومي اتصالات تشكيل: 6شكل 

  .)است دسموزومي اتصالات پيكان نمايانگر علامت( دهد مي نشان
  

  

  
هـا   ي داربست را كه در اثر نفوذ سـلول  فلش ها تغيير رنگ حاشيه) A .در روزهاي مختلف بعد از كشت داربست با بلاستما حلقه از عرضي مقطع :7شكل 

) C .هاي بلاستمايي پاس مثبت نفوذ يافته بـه داربسـت در هفتـه دوم بعـد از كشـت      سلول) B  .دهند نشان مياست را دو هفته بعد از كشت ايجاد شده 
  )پيك اينديگو–رنگ آميزي پاس ( شتهفته بعد از ك چهارنفوذ يافته به داربست، هاي بلاستمايي پاس مثبت  سلول

  

  
  

  بحث
در اين پژوهش تلاش گرديـد ابتـدا لثـه انسـان را بـا اسـتفاده از       

زدايي نمـوده و سـپس از آن    هاي فيزيكي و شيميايي سلول روش
 يهـاي بنيـادي مزانشـيم    به عنوان داربستي جهت كشـت سـلول  

و همچنـين   )Aگـروه  ( گرفته شده از مغز اسـتخوان رت ويسـتار  
اسـتفاده   ) Bگـروه (هاي بلاستمايي لالـه گـوش خرگـوش     سلول

  .دوش
 هـاي  بافـت  شـده  زدايـي  سـلول  مـاتريكس  از اخيـر  مطالعـات  در

 داربست عنوان درم به و ناف بند رگ ،يميزنا ن،استخوا غضروف،

 ايـن  در  .)23-18( اسـت  گرديـده  اسـتفاده  بافـت  مهندسـي  در

 ـ انسـان  لثـه  زدايي شده سلول ماتريكس نيز مطالعه  دارا دليـل ه ب

 هـاي  سـيتوكراتين  وجـود  همچنـين  و بودن مقادير بالاي كلاژن

 جهـت  بسـتري  و داربسـت  عنـوان  به بافت همبندش در مختلف

  ). 24( گرديد سلولي استفاده تمايز مهاجرت و القاي
 زدايــي و ســلول هــاي روش تخريبــي آثــار مختلــف مطالعــات

 ،)25و14( انـد  نمـوده  گزارش را بافت ساختمان استريليزاسيون بر

 پـس  لثه بافت نگاره، الكتروني ميكروسكوپ مطالعات اساس بر اما
 و نمـود   حفـظ  را خـود  كلـي  سـاختمان  ،سـازي  آماده مراحل از

 .ماند باقي زيرينش همبند بافت به متصل نيز تليوم اپي ماتريكس
 سـالم  نيز همبند بافت در موجود كلاژن هاي رشته اين، بر علاوه

  .بودند مانده
Wu كه  دادند نشان )26( همكارانش وBM-MSCs زخم درمان 

 تشـكيل مجـدد   افـزايش  بـا  غيرديابتي و ديابتي هاي موش در را
 از مهمـي  بخش .بخشيدند بهبود زايي رگ و سلولي نفوذ درم، اپي

 و نمودنـد  بيـان  را سـيتوكراتين  واحـدهاي  زيـر  هـا  سـلول  ايـن 
 غـدد  مشابه ساختارهايي آن بر علاوه وشكل  اي دانه ساختارهاي

  . دادند تشكيل را چربي يا عرق
  مـاتريكس  روي بر استقرار از پس BM-MSCsدر مطالعه حاضر 

 دادنـد  تشكيل آن روي بر اي لايه تك و شده پهن قبلي، تليوم اپي
 چندلايـه را  سـاختاري  و شـدند  تقسـيم  ها سلول دوم هفته در و

 داد نشـان   گـذاره  ميكروسكوپ الكتروني مطالعات. دآوردن بوجود
 مشاهدات اين .دادند تشكيل دسموزومي اتصالات ها سلول اين كه
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 در اثر القاي BM-MSCsهاي  كه احتمالا سلول كند مي پيشنهاد
هـا   داربست لثه انسان شـروع بـه تمـايز بـه سـمت كراتينوسـيت      

گر چه جهت تعيين سرنوشت كراتينوسـيتي، مطالعـات   . اند نموده
ــه روش ــي از جمل ــا ايمنوسيتوشــيمي   تكميل هــاي مولكــولي و ي

  .نمايد ضروري مي
 موجـب  لثـه  همبنـد  بافـت  ماتريكس كه دهند مي نشان مطالعات

ي مطالعـات  در ). 11( گـردد  مـي  ها سلول در شدن كراتينيزه القاي
 استفاده درمي هاي لدمعا عنوان به كلاژني هاي هيدروژل از كه

 آن ناقص تمايز روي داربست، بر تليوم اپي ضعيف پايداري گرديد،

در حالي كه  ). 27( شد مشاهده اوليه مراحل در داربست تخريب و
 تليـوم  اپـي  از مانده باقي ماتريكس كه دادنتايج اين طرح نشان 

 را آن بـه  هـا  ل سـلو  محكم جهت اتصال مناسبي بستر تواند مي

  . نمايد همافر

اي و درمي انسـاني را در   هاي لثه ، فيبروبلاستگروهي از محققين
طالعه تغييـرات مـاتريكس   ژن به منظور م ماتريكس سه بعدي كلا

و ترشح ماتريكس خارج سلولي را توسط اين دو نوع  كشت دادند
 metalloproteinasesي  مطالعـه آنهـا بـا   . سلول بررسي كردنـد 

matrix (MMPs)  در ابتـدا در   هـا دريافتند كه بيان ايـن فاكتور
هـاي فيبروبلاسـتي كشـت داده شـده،      سيتوپلاسم سلولي سـلول 

 متمركز بوده و سپس در تركيبات خارج سلولي توزيع شده اسـت 
)28.(  

Qi هـاي بنيـادي مزانشـيمي     نيز تمايز سـلول ) 29( و همكارانش
. ان دادنـد گرفته شده از سينوويوم رت را در داربست آلژينات نش ـ

ــامل   آن ــدروژنيك ش ــايز كن ــده تم ــل القاكنن ــدين عام ــا از چن      ه
TGF-β3 ،BMP-2  فسـفات و   2-، پرولين، پيرووات، آسـكوربات

دگزامتازون استفاده نمودنـد و تكثيـر سـلولي، توليـد مـاتريكس      
  .ها را مشاهده كردند جديد و تمايز كندروژنيك سلول

بر ايجاد سـاختارهاي   هاي بلاستمايي علاوه در مورد كشت سلول
مشاهده و در  ،هفته دوم تليوم، از نكات مورد توجه كه از شبه اپي

 تركيبـات  روز هاي بعد شدت و وسعت بيشتري يافته بود، تغييـر 
جـدول  ( سلول هاي بلاستمايي بود با كنش هم بر اثر در داربست

هــاي  نــواحي از داربســت كــه محــل نفــوذ و اســتقرار ســلول). 1
پيك اينديگو، پاسـخ مثبـت    -نسبت به رنگ پاس بلاستمايي بود

ها  در مطالعه حاضر سلوللذا مي توان نتيجه گرفت كه . نشان داد
داربست، شروع بـه سـنتز و ترشـح     ذ بهبلاستمايي همزمان با نفو

   ). 7شكل(اند  تركيباتي به درون داربست كرده

  گيري نتيجه
 A  دو گروه انسان  توانست در هر لثه شده زدايي سلول ماتريكس

 مشـابه  سـاختارهاي  تشـكيل  و هـا  سـلول  اسـتقرار  موجـب  B و
بر اساس يافته هاي ما در اين پژوهش مـي تـوان   . گردد تليوم اپي

هاي منشا گرفته از بافت بلاسـتما در   سلولاحتمالا   بيان كرد كه
بيشـتري   حيـات قابليـت   يهاي بنيادي مزانشيم مقايسه با سلول

مطالعات هيستولوژيكي، در هفته چهارم بعـد  اند زيرا طبق  داشته
داراي بلاستمايي مشـاهده شـده در داربسـت    هاي  از كشت سلول

كه در مورد بزرگ بودند، و اين در حالي است  هاي روشن و هسته
به صورت نكروزه مشـاهده  ها  هاي بنيادي مزانشيمي، هسته سلول
منبـع  توانـد   احتمـالا بافـت بلاسـتمايي مـي    بنـابراين  . شـدند  مي

 اتتري براي مطالعه فرايند مهاجرت سلولي و القاء ترشـح  مناسب
  . سلولي باشد

  

 تشكر و قدرداني

مالي معاونت پژوهشـي دانشـگاه    و حمايت اين طرح به پشتيباني
فردوسي مشهد و با حمايت پژوهشكده فناوري زيسـتي دانشـگاه   
فردوسي مشهد و از محل بودجه مصوبه مربوط بـه طـرح شـماره    

مطالعات تجربي و مقدماتي آماده سازي نيمـه  "با عنوان  37145
) 3D matrixيـا    Bioscaffold(هاي سه بعدي  صنعتي داربست

و بـا همكـاري دكتـر سـيد      "به منظور كاربرد در مهندسي بافت 
مرواريد ساعي نسب انجام شده است كه   علي بني هاشم راد خانم

  .گردد بدين وسيله مراتب قدرداني از ايشان اعلام مي
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Abstract 

Aim: The main goal of this research was to prepare three-dimensional matrix of gingival palate tissues 
and compare the behavior of bone marrow mesenchymal stem cells and blastema on the scaffolds. 

Material and methods: The tissues obtained from gingival surgeries 

in periodontal clinic were decellularized using detergents including sodium dodecyl sulfate and Triton 
X-100 then after washing and sterilization, were used as scaffold for culturing the rat’s mesenchymal 
stem cells. The scaffolds were studied by light and electron microscopy before and after 1, 2, and 4 
weeks of culture. In addition the prepared scaffolds were assembled within the rings of blastema 
tissues from rabbit,s pinna. Then the scaffolds were similarly studied by histological techniques after 
1, 2, and 4 weeks of culture. 

Results: Scanning electron microscopy showed that epithelial matrix and collagen fibers in connective 
tissue remained intact. In both samples epithelium-like structures were observed. Also in the blastema 
cells migrating to the scaffolds cell secretion was also observed. 

Conclusion: Human gingival matrix can be a suitable scaffold for studying the cell behaviors. More 
research should be carried out to determine the identity of differentiated cells, which finally can 
improve our knowledge regarding the cell-matrix interactions. 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Blastema Tissue, Gingiva, 3D Matrix  
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