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و بافت  251 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

و بافتيپژوهشمقاله  پژوهشي)-(علمي مجله سلول
 251-260، 1392 پاييز،3، شماره4جلد

و انجماد PLGAساخت بسترهايي از پليمر بخشك- با دو روش الكتروريسي  منظور مهندسي بافته كن

Ph.D 3. مهدي سعيد، سيدPh.D 3.، مژگان زندي*Ph.D 2. اطيابي محمد سيد،Ph.D 1. ايراني، شيواM.Sc 1. نجمه سلاميان

و تحقيقات تهران، دانشگاه آزاد اسلامي-1  گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، واحد علوم
 پايلوت بيوتكنولوژي، انستيتو پاستور ايرانفناوريهاي نوين، بخش گروه-2
و پتروشيمي ايرانگروه بيومتريال-3 ،، پژوهشگاه پليمر
 atyabi@pasteur.ac.ir, mohammadatyabi@yahoo.com پست الكترونيك نويسنده مسئول:*

 10/2/1392تاريخ پذيرش: 16/6/1391تاريخ دريافت:

 چكيده

و روش انجماد PLGAساخت بستري از پليمر روشاهميت پژوهشدراين هدف: مـورد كـنخشـك-با ساختار نانو به روش الكتروريسي

و ارزيابي قرار گرفت. به بر همينمقايسه با بر روي سلوليتكثير منظور اثر نانوتوپوگرافي نانوفيبرهاي تهيه شده در سه سرعت جمع كننده

 يكديگر مقايسه شد.

و روش از ها:مواد و الكتروريسي تهيه گرديـد. مورفولـوژي سـاختارها توسـط ميكروسـكوپ با روش انجماد خشك PLGAبسترهايي كن

و بـا آزمـون الكتروني، بررسي شد. جهت سنجش فعاليت سلولي، سلول  MTTهاي فيبروبلاست موشي بر روي ساختارها كشت داده شـد

 بررسي گرديد.

 MTTتسـتنشان داد، با افزايش سرعت چرخش جمع كننده، ميـزان نظـم فيبرهـا افـزايش يافـت. يكروسكوپ الكترونيم تصاوير: نتايج

)05/0p< در كه24)، كن با ايجاد ساختاري متخلخل، چسبندگي خشك-مادتهيه شده به روش انج PLGAبسترهايساعت مشخص كرد

ب سـاعت بـه طـور معنـاداري قابليـت زنـده مانـدن سـلول بـر روي72و48مـدتهمناسبي براي سلول فراهم كرده است. با ادامه كشت

كـن تغييـر چنـداني خشـك-انجمـاد PLGAمتناسب با افزايش نظم آنها افزايش يافت. اين قابليت بر روي سـاختار PLGAنانوفيبرهاي 

.اشتند

روش به روش الكتروريسي شـده نسـبت بـه PLGAكرد بهتر سلول برروي نانوفيبر ساخته شده از نتايج حاصل بيانگر عمل:گيري نتيجه

بهخشك-انجماد كنـد بـه نظـر مـي رسـد عنوان يك فاكتور مثبت در حمايت از رشد سلول عمل مـيكن بود. علاوه بر اين، نانوفيبر منظم

 اختار آن به ماتريكس خارج سلولي طبيعي بسيار نزديك است.س

 كن خشك–، انجماد PLGA: مهندسي بافت، نانوفيبر، الكتروريسي، كليديواژگان
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و انجماد PLGAساخت بسترهايي از پليمر انو همكار نجمه سلاميان ... با دو روش الكتروريسي

و بافت 252  1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

 مقدمه

 بوده درگير آن با ديرباز از پزشكي علم كه بزرگ مشكلات از يكي

ياو افتاده كار از هايبافت بازسازي براي قطعي درماني ارائه است،
هاي مهندسـي بافـت بـر در حال حاضر تكنيك باشد.مي معيوب

داربست توسعه يافته است. مهندسـي اساس كشت سلول بر روي
و ساخت يك داربست با ساختار فيزيكي مناسـب  بافت با طراحي

هـا بـه دنبال ايجاد شرايطي است كه امكان چسـبندگي سـلولبه
و در  داربست، مهاجرت سـلولي، تكثيـر سـلولي، تمـايز سـلولي،

) و جايگزيني بافت جديد را ايجاد كنـد در3و1،2نهايت رشد .(
انـد كـه ها با ماتريكس خارج سلولي احاطه شدهفت، سلوليك با

با يك شبكه طبيعي از نانو فيبرهاي منظم تعريف شده است. اين 
هـاي متفـاوتي اسـت كـه بـا ساختار سه بعدي داراي مولكولنانو

هـا بـر در چسبندگي سلول از جملـه اينتگـرين هاي موثرگيرنده
ميهم و با پشتيباني از سـلول، كنش رفتارهـاي سـلولي را دهند

مـاتريكس-كند. اين رفتارها نتيجـه واكـنش سـلولهدايت مي
و به دنبال آن واكنش سـلول و سـلول بـا-خارج سلولي سـلول

) ). تحقيقـات5و4فاكتورهاي حمايت كننده از رشد سلول است
كـه در سرنوشـتييانجام شـده در زمينـه شناسـايي فاكتورهـا

دخيل هاي آن است كه بيان مولكولكي از سلولي نقش دارند، حا
وگيچسبنددر  درنيز سلولي  اجزاي مـاتريكس خـارج سـلولي،

هـاي ايجاد يك محيط منحصر به فرد كه قادر به توليـد سـيگنال
(–تنظيمــي ــايي باشــد، ضــروري اســت ــرين6الق ــا از ). اينتگ ه

ميرندهگيترين اصلي اي باشد كه از اهميت ويژههاي سطح سلول
و در اتصالات سلولبرخوردارن ماتريكس خـارج سـلولي نقـش-د

) ــد ــي دارن و9و6،7،8اساس ــين ــبندگي اول و چس ــال ). اتص
با ريزمحيط قـرار گرفتـه ترين رفتار يك سلول در مواجهضروري

هـاي حاصـل از مطالعـه مـاتريكس خـارج باشد. يافتـهدر آن مي
(توپــوگرافي) بــا  ســلولي طبيعــي در بافــت، يــك نقشــه بــرداري

آنهتج و مشخص را براي نانوفيبرهاي موجـود در گيري منظم
همنشان مي (راستا با عملدهند كه ). در اين8كرد آن بافت است

هايي كه نقشي مشابه ماتريكس خارج سلولي را ميان وجود بستر
ها داري سلولكنند اهميت زيادي دارد، چرا كه وظيفه نگهايفا مي
آو شكل (ندهي به رفتار بنـابراين بـراي).9ها را بـر عهـده دارد

ماتريكس خارج عملهماناكه يك بستر مهندسي شده دقيقآن
سـاختار نـانوفيبري طبيعـي را انجـام دهـد، بايـد همـان سلولي

اولـين بـار در سـالو سه بعدي را داشته باشـد.(نانوتوپوگرافي)
. ثير توپوگرافي در رفتار سـلول را مطـرح كـردات هاريسون 1911

،يقابـل تنظيمـ اختاربسترهاي نانوتوپوگراف با فـراهم آوردن سـ

ميخصوصا در كنترل تمايز سلول كنند هاي بنيادي مناسب عمل
و پيشرفت فناوري نانو در سال).10( هاي اخيـر امكـان طراحـي

تكنولوژي با . نانوفراهم كرده استرا مهندسي مواد زيستي جديد
علمـي تحـول شـگرفي را در هـاي مختلـف ورود خود به عرصـه

جمله مهندسي بافـت بوجـود آورده زيستي از هاي مختلف شاخه
) ).11است

فيبرها پتانسـيل بـالايي در تـرميم بافـت نشـان در اين ميان نانو
(داده فيبـر وجـود مختلفي براي سـاخت نـانويهاروش).12اند

ياريسندگي جايگاه ويـژههاي اخير روش الكترودارد كه در سال
ريسندگي بـا داشـتن الكتروروش را به خود اختصاص داده است.

ايجاد سطح مخصوص بـالا، تخلخـل مناسـب بـراي زياد،سرعت 
و چسبندگي سلول فرتكثير درآها، كنترل پذيري بالاي يند، تنوع

و مواد پليمري قابل مصرف، توجه محققين را به خود جلب  شكل
) ــت ــرده اس فر16و12،13،14،15ك دريآ). ــي ــد الكتروريس ن

ترين شكل شامل يك نازل براي خروج محلول پليمـري، دو ساده
ت DCالكترود، يك منبع تغذيه  وابا مين ولتاژ در دامنه كيلو ولت

يك جمع كننده الياف است. اغلب نانوفيبرهاي توليد شده توسط 
ميفرم يك شبكه بافته نشده جمعالكتروريسي به شوند كـه آوري

و ويژگـي مكـانيكي فيبرهايي بـا جهـتمعمولا  گيـري تصـادفي
اي از شـبكه شـود. مـاتريكس خـارج سـلوليضعيف حاصـل مـي

و مشخص است. بـا توجـه بـه تـ ثيرانانوفيبرهاي پيچيده منظم
توپوگرافي محيط بـر القـاي مسـيرهاي پيـام رسـاني دخيـل در 

 نانوفيبرها، قادرند محيطي مشابه با بدن را فـراهم،فنوتيپ سلول
ـــد و  PLGA.)19و17،18( آورن ـــيد ـــك اس (كوپليمرلاكتي

از پليمرهاي زيستي متعلق به خانواده پلي آلفـا گليكوليك اسيد)
(نباشهيدروكسي استرها مي هـاي ) كه براي ساخت داربست20د

و ميـزان گردد. سنتزي در مهندسي بافت از آن استفاده مي رفتار
ا PLGAتخريب پذيري كوپليمر  سـت. همچنـين قابـل كنتـرل

نظـر هاي مكانيكي آن را بـر اسـاس بافـت مـوردتوان ويژگيمي
و دليل كاربرد آن  تنظيم نمود. اين ويژگي مزيت اصلي اين پليمر

و تخلخل از ديگـر ويژگـي هـاي در پزشكي است. غيرسمي بودن
است باشد كه از دلايل كاربرد آن در مهندسي بافت اين پليمر مي

در24و21،22،23( عنـوان پليمـر بـه PLGAاين پـژوهش ).
و  بـا PLGAدو بستر، شامل نانوفيبر سازنده بسترها انتخاب شد

و ديگــري بســتر  –روش انجمــاد، بــا PLGAروش الكتروريســي

)، تهيـه گرديـد. بـراي26وfreeze-drying()25( خشك كـن
و چرخش اليافسنجش اثر جهت و اثر گيري ها نسبت به يكديگر

هاي الكتروريسي در سـه سلول، نانوفيبرزنده ماندن قابليت آن بر
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و بافت  253 1392 پاييز،3، شماره4جلد، پژوهشي)-(علمي مجله سلول

سرعت چرخش متفاوت جمع كننده، تهيـه شـد. تغييـر سـرعت
فر عوامل موثرچرخش جمع كننده يكي از  يند الكتروريسـيآدر

هـاي گيـريدسـت آوردن فيبرهـايي بـا جهـتهاست كه براي بـ
بـا هـدف پـژوهش ايـن).29و27،28( شودمختلف اعمال مي

و بررسي اهميت شيوه ساخت  بسترهاي مناسب مهندسـي بافـت
ها در تكثير سلول انجام شد. براي تهيه بسترها از پليمـر نقش آن
PLGA و انجماد  كن انجام شد.خشك-به روشهاي الكتروريسي

هاو روشمواد

 ساخت بستر

بـا روش PLGAانوفيبرهاين تهيه نانوفيبرهاي الكتروريسي:

دسـتگاه الكتروريسـي از الكتروريسي تهيه شدند. جهت سـاخت، 
شركت نانو ساختار آسـيا كشـور ساخت CO881007NYI مدل
و پتروشـيمي ايـران موجـود اسـت، ايران كه در پژوهشگاه پليمر

گليكوليـك اسـيد بـه 1:1با نسبت PLGAاستفاده شد. محلول 
بــا)mol wt 30,000-60,000, Sigma( لاكتيــك اســيد

در حلال تركيبي دي متيل فرماميد/ كلروفرم با درصد20غلظت
فاصـله بـين،كيلوولـت20تهيه شد. ولتاژ دستگاه3به1نسبت 

(كاتد)،  (آند) تا جمع كننده ليف و سـرعت سانتي15سوزن متـر
ليتـر بـر سـاعت ميلي1پمپ شدن محلول پليمر به نوك سوزن 
و  تصـادفي از يـك جمـع تعبيه شد. براي تهيه فيبرهـاي مـنظم

50اي پوشيده شده با ورقه آلومينيومي با ضخامت كننده استوانه
با سرعت چرخش قابل تنظيم استفاده گرديد. بنابراين سانتي متر

يند الكتروريسي در سه شرايط متفاوت انجام شـد كـه در هـرآفر
جـز، سـرعتهسه مورد، تمام متغيرهاي ذكر شـده ثابـت بـود بـ

دور 2500و 1375، 250نكه در سه ميـزاچرخش جمع كننده 
تنظيم شد. سرعت چرخش جمع كننـده مسـتقيما بـر بر دقيقه 

م و مورفولوژي فيبرها  ثر است.واندازه

درصـد12محلـول:كنخشك–تهيه بستر با روش انجماد

PLGA ) شد سپس محلول تهيه)TFEدر حلال تترافلوئوراتانول
به يك پليت كه كف آن با يك ورقه آلومينيومي پوشـيده حاصل

درجـه-30شده بـود انتقـال يافـت. پليـت بـه فريـزر بـا دمـاي
و پس از انجماد كامل محلول، به مـدتگراد سانتي 2 منتقل شد

خلا3تا  قرار گرفت. ساختار تهيه شده در يخچـال روز در محيط
 داري شد.گراد نگهدرجه سانتي4 با دماي

تواننـد بـا نانوفيبرهـا مـي:ميكروسكوپ الكترونـيبررسي با

فراهم كردن محيطي سـه بعـدي در تقليـد از مـاتريكس خـارج 

بـر سلولي طبيعي، نقش اساسي در مهندسـي بافـت ايفـا كننـد.
ساخت بستري از پليمر روشاهميت پژوهشدراين همين اساس

PLGA و روش انجمـا -دبا سـاختار نـانو بـه روش الكتروريسـي
و ارزيابي قرار گرفت. به همينكنخشك منظور اثر مورد مقايسه

در بر روي سلوليتكثير نانوتوپوگرافي بر  نانوفيبرهاي تهيه شـده
 سه سرعت جمع كننده با يكديگر مقايسه شد.

و نيز جهت هـا نسـبت گيري اليـافمقايسه مورفولوژي ساختارها
ازبه پوشش آنهـا بـا يكديگر در بسترهاي الكتروريسي شده، پس

 Hitachi( اسـكنينگ اي از طلا، با ميكروسـكوپ الكترونـيلايه

S3000N(انجام شد.كيلو ولت15در ولتاژ 

حـاوي سـلول متر مربعـي سانتي 25 فلاسك هاي:كشت سلول

از انستيتو پاستور ايران خريداري شـد. ايـن L929فيبروبلاستي 
 RPMI-1640)Roswell Park Memorial ها در محيط سلول

Institute-1640 Medium)( Gibcoسـرمدرصـد10) حـاوي 
ــواني ــيGibco( حي ــول آنت و محل ــي) ــك آنت ــك بيوتي مايكوتي

x100)(Sigma ،10000 ــي ــد پن ــيلين، واح ــي10س ــرم ميل گ
و آمفوتريسين در هر ميلي ليتـر)، ميكروگرم25 استرپتومايسين

ــاتور  ــت 2COدر انكوب ــا رطوب ــاي درصــد95ب ــه37دم  درج
شدنگهگراد سانتي سـاعت48محيط كشـت سـلول هـرو داري

 تعويض شد.

بـه منظـور بررسـي زيسـت:بررسي زيست سازگاري بسترها

در L929هاي فيبربلاست كه تراكم سلولزمانيسازگاري بسترها 
فلاسك كشت سلول به حـد قابـل قبـول رسـيد، بـا اسـتفاده از

دقيقـه5تـا1)، پـس از Gibco(درصد25/0محلول تريپسين 
و پس از شمارش بـا لام سلول ها از ظرف كشت سلول جدا شده

كه از قبل خانه24سلول به هر چاهك، در پليت 410نئوبار، تعداد
منتقـل در آن قرار داشـت، سانتي متر مربع1 هاي استريلنمونه

يـك در يـك هـاي در انـدازههـا شد. براي استريل كردن، نمونـه
ومتر نتيسا و هاي اسـتريل درون ظرف بريده شد قـرار داده شـد

 دقيقه در معرض اشـعه20به مدتهانمونههر دو سمت سپس 

UV .و تكثير سـلولي بـر روي نمونـهقرار گرفت هـاي روند رشد

) ) Bell: INV-100 FLمورد آزمايش با ميكروسكوپ معكـوس

و عكسبرداري شد.  مشاهده

و ميزان سـلول:بررسي قابليت زنده ماندن سلول هـاي زنـده

با فعال سنجش ميزان فعاليت آنزيم ميتوكنـدريايي، روي بسترها
هـا از . پس از جدا كردن سـلولشد تعيين MTT سنجش توسط
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شد درصد25/0 تريپسينكف فلاسك با محلول ، شمارش انجام
محتـوي خانـه24سلول بـه هـر چاهـك، در پليـت 410و تعداد

سـاعت ادامـه72كشت سلول تـا بسترهاي استريل منتقل شد.
و هر  روي بسـترها بـا هـا بـرساعت ميزان تكثير سـلول24يافت

از صـورت كـهنجيده شد. بـدينس MTTاستفاده از تست  پـس
ــول ميكروليتــر 100خــارج كــردن محــيط كشــت،   MTTمحل

)Sigma(،)5در ليتر گرم بر ميليميليPBS()محلـول بـافر يـا
 محــيط كشــت تــازه وليتــرميكر 900وx1فســفات نمكــي 

شد24سرم به هر چاهك از پليت درصد10محتوي خانه اضافه
شـد. داريگراد نگهدرجه سانتي37در دماي ساعت3و به مدت 

و MTTسپس محيط كشت حاوي محلول   با دقـت خـارج شـد
دي ميكروليتـر 100 هـاي فورمـازانكردن كريسـتال جهت حل

) و گرديـدبـه هـر چاهـك اضـافه ) DMSOمتيل سولفوكسـايد
در15مدت به در داري شد.نگه تاريكيدقيقه ميزان جذب نوري

 ELISA توسط دستگاه) :nm570 nm) 630 λ Ref طول موج 

reader )BioTek ELx800(خوانده شد. قابليـت زنـده مانـدن
 ها به صورت درصد نسبت نمونه به كنترل محاسبه گرديد.سلول

( SPSSافـزارنتايج توسط نـرم ) در ANOVA، آنـاليز واريـانس
 تحليل شد.  p<0.05دارييسطح معن

 نتايج

 ميكروسكوپ الكتروني

سـمنظورهب آنبررسي تاثير روش ساخت بسـترها بـر و اختار هـا
تاثير تغيير سرعت جمع كننده الياف در فرآيند الكتروريسـي بـر 

الكتروني تصاويري مورفولوژي نانوفيبر با استفاده از ميكروسكوپ 
با افزايش سرعت چرخش جمـع تهيه گرديد. نتايج نشان داد كه

).1(شـكل كننده، ميزان نظم فيبرهـا نيـز افـزايش يافتـه اسـت
-همچنين ساختار متخلخل بسـتر تهيـه شـده بـه روش انجمـاد

مي2كن در شكل خشك  شود. ديده

 زيست سازگاري بسترها

نتايج حاصل از كشت سـلول بـر روي نانوفيبرهـاي الكتروريسـي
و بسترهاي تهيـه شـده بـه روش انجمـاد كـن بـا خشـك-شده

و مـورد بررسـي قـرار  ميكروسكوپ معكـوس معمـولي مشـاهده
و تمايـل ). در مورد هر چهار نمونه جهـت3(شكلگرفت.  گيـري
آنسلول كه بيانگر زيسـت سـازگار ها مشاهده گرديدها به سمت

 باشد.خوب ساختارها مي

و جهتات: PLGAميكروگراف الكتروني از نانوفيبر الكتروريسي شده:1شكل گيري نانوفيبرهاي الكتروريسي در ثير سرعت چرخش جمع كننده در نظم
ا نظم فيبرها افزايش يافته (c) 2500و (b) 1375به  mrp 250(a)فزايش سرعت چرخش جمع كننده از اين شكل قابل مشاهده است. به ترتيب با

و نامنظمي است) داراي جهتc( ) در مقايسه با نانوفيبرa( است. نانوفيبر  ).bar: 10μm( گيري تصادفي
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كن�ميكروگراف الكتروني از بستر تهيه شده به روش انجماد:2شكل )bar: 50 μm( سلولخشك

 rpm  250 ،2(rpm 1375 ،3(rpmينانوفيبرهـاي الكتروريسـ)1سـاعت24: تصاوير تهيه شده از رشد سلول در كنار بسترها پس از گذشت3شكل
، خشك�بستر انجماد)4، 2500 ()5كن ت بدون بستر) مناطق تيره رنگ در تصاوير بسترها هسـتند. ايـن تصـاويركنترل مثبت ييـد زيسـتابـه منظـور

 تهيه شد. PLGAهاي ساخته شده از پليمر سازگاري بستر

از72بسترها در بر روي افزايش ميزان رشد سلول سـاعت پـس
بـا توجـه بـه تصـاوير داده شـده اسـت. نشـان4در شكل كشت

درهب پـس از سـاعت24دست آمـده از ميكروسـكوپ معكـوس،
و رشد سـلولانتقال سلول بر روي بستر هـا بـه سـمت ها، تمايل

كن خشك-ها ديده شد كه اين ميزان براي بسترهاي انجمادبستر
گيـري ساعت، در مقايسه با روز اول، جهت48بيشتر بود. پس از 

گيري افزايش يافـت. ها در نانوفيبرها به طور چشمو تكثير سلول
ويها بـادر مقايسه نمونه كـديگر، بيشـترين ميـزان رشـد سـلول

در گيري به سـمت نانوفيبرهـاي الكتروريسـيجهت تهيـه شـده
در مقابـل نـانو فيبـر شد، دور در دقيقه مشاهده 2500و 1375

كـن، خشـك-و پس از آن بستر انجمـاد rpm 250الكتروريسي 
و جهت گيري را نشان دادند. در  از72كاهش رشد سـاعت پـس

 ها بر روي تمام بسـترها بجـزسلول،با روز دومكشت، در مقايسه 
كن افـزايش تكثيـر را نشـان دادنـد. نتـايج خشك-بستر انجماد

.مقايسه بسترها با يكديگر در روز سوم مشابه روز دوم بود

 rpm  250 ،2(rpm 1375 ،3(rpmنانوفيبرهـاي الكتروريسـي)1سـاعت.72بسترها پـس از كشـت بر روي : تصاوير تهيه شده از رشد سلول4شكل
،�بستر انجماد)4، 2500  كنترل مثبت ( بدون بستر) مناطق تيره رنگ در تصاوير بسترها هستند.)4خشك كن

 MTTنتايج سنجش

ب MTTنتايج حاصل از تست ازهتائيد كننده تصاوير دست آمـده
يـك مشـخص نمودار ميكروسكوپ معكوس بود. همانطور كه در

 ها با يكديگر بيشترين درصد زنـده مانـدندر مقايسه بستراست، 
بهسلول برروي بستر  2500و rpm 1375 نانو فيبرهـاي مربوط

(نمودار ).1بود
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 rpm  250 ،2(rpm 1375) نانوفيبر الكتروريسـي1ها در مقايسه با يكديگر: ها بر روي بسترسلول : ميزان رشدMTTسنجشنتايج حاصل از:1نمودار
،3(rpm 2500 ،4خشك@) بستر انجماد ، 05/0p) كنترل مثبت ( بدون بستر ). اين آزمون در سـطح معنـاداري5كن انجـام ANOVAبـا آنـاليز>

 شد.

 بحث

ميبه مولكول پاسخ،رفتار سلولي در يك بافت باشد كه هاي پيام
و گيرنـدهبر سطح سلول وارد مي هـاي اختصاصـي سـطح شـوند

ميسلول آن و به دنبال آن آبشـارهاي پيـامي ها را دريافت كنند
شود. سه عامل مهم در ايجاد رفتار مناسب سلولي نقش ايجاد مي

هـاي مجـاور بـا يكـديگر، كنش سلولهمبردارد كه عبارت است 
و با مولكول ماتريكس خارج هاي محلول همچون فاكتورهاي رشد
ها كه اغلب توسط محـيط نـانوفيبري . آگاهي از اين پاسخسلولي

مـاتريكساز شود در طراحي بسترهاي جديد در تقليـدايجاد مي
بـ خارج سلولي ازهطبيعي اهميت سـزايي دارد. تركيـب پيچيـده

را ماتريكس خارج سلوليهاي مختلف مولكول و بافـت كه سلول
و احاطه كرده انـد در تعيـين ميـزان رشـد سـلول، تمـايز سـلول

) ب10و9مهاجرت سلول نقش دارند اندازي مسيرهاي منظور راهه).
مپيام هـايز رفتار سـلولي، طراحـي داربسـتثر براي بروورساني

و همچنـين روش ســاخت آنهـا، از اصــلي تـرين وظــايف زيسـتي
). اهميت استفاده از داربسـت در بهينـه29( مهندسي بافت است

و ترميم بافت هدف است به هاي طوري كه سلولسازي، بازسازي
و ناحيـه  اوليه كاشته شده روي داربست شروع به تقسـيم كـرده

ميلانه گزيني  كنند. فاكتورهاي اتصالي كـه داخـل محـيط را پر
و مهاجرت سلول،كندداربست تجمع پيدا مي ها را افزايش اتصال

و طــول دوره تــرميم را  و در نتيجــه مــدت زمــان بازســازي داده
). هرچقدر توپوگرافي يـك داربسـت بـه31و30( دهدكاهش مي

باشـد،ترطبيعي نزديك ماتريكس خارج سلوليشبكه نانوفيبري 

كنـد. پـس از تر عمـل مـيدر ايجاد رفتار مناسب از سلول موفق
تـ 1911مطالعات هاريسـون در سـال  و سـاختاراكـه ثير شـكل

و �����
�محيط بر سرنوشت سلول بنيادي جنيني را نشـان داد،
تليال هاي اندوتليال، اپيهمكاران، نقش توپوگرافي بر روي سلول

). تحقيقـات32( بار مطـرح كردنـدو فيبروبلاستي را براي اولين 
هـا از بعدي در اين زمينه نيز حاكي از آن بـود كـه انـواع سـلول

هـايو سـلول هـاها، استئوبلاست ها، نـورونجمله، فيبروبلاست
ميابنيادي مزانشيمي، اساس ).33( دهنـدبه نانوتوپوگرافي پاسخ

در تمامي اين مطالعات آنچه حائز اهميت اسـت ايـن اسـت كـه،
تـسخپا و اخيـاهاي سـلول تحـت نقـشراثير توپـوگرافي اسـت

عنوان يك فـاكتور نانوتوپوگرافي در مقايسه با ميكروتوپوگرافي به
در34( گردداساسي دخيل در رفتار سلول محسوب مي ). امـروزه

نانوفيبر الكتروريسي مـورد توجـه ويـژه،ميان بيومواد مورد بحث
ــرار گرفتــه ــد. اجــزاي مختلــف بافــتق ــه شــكل هــان ــدن ب اي ب

ت و ثير آن بر فنوتيپ سلول به نظرانانوساختارهاي منظم هستند
و مرتب شده علاوه باشد. اين موردمي مي رسد كه نانوفيبر منظم

هـاي هـاي بـدن، در ايجـاد مسـيربر سـازگاري بيشـتر بـا بافـت
). براي مثال، مطالعه36و35( باشندميتر مهم رساني سلولي پيام

كـرد سـلول هاي منظم بر عملزمينه نقش نانوفيبرانجام شده در 
، تمايز بيشتر سلول هاي بنيـادي تانـدون �Aتوسط  و همكاران

( پلـي لاكتيـك ���انساني را بـر روي نـانوفيبر هـاي مـنظم
تـ37( اسيد) نشان داد ثيرا). همچنين مطالعاتي با هدف بررسـي

و  فيبروبلاسـتي توپوگرافي با استفاده از سلول هاي استئوبلاستي
) ) نشـان41(و همكـاران �	�B).40و38،39انجام شده است
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 PLGAهاي فيبروبلاست تاندون بر روي نانوفيبر دادند كه سلول
و بـدون جهـت گيـري به فرم تصادفي يـك مورفولـوژي نـامنظم

ها بر روي دهد. اين در حالي است كه سلولمشخصي را نشان مي
ــانوفيبر  در PLGAن ــده ــه ش ــا تهي ــوژي ب ــنظم، مورفول ــرم م ف

گيري مشخصي را در امتداد فيبرها نشان دادند. در مطالعه جهت
) انجـام شـد، نتـايج42(و همكـارانش Leeديگري كـه توسـط 

و تمايز سلول بر روي فيبرهاي منظم PC12هاي مشابهي از رشد
PLGA-PPY )Poly PYrrole(آن در مقايسه با فـرم نـامنظم

العات آنچه حائز اهميت است اين است كه بدست آمد. در اين مط
تـپاسخ و اخيـراهاي سـلول تحـت نقـشاثير توپـوگرافي اسـت

عنوان يك فـاكتور نانوتوپوگرافي در مقايسه با ميكروتوپوگرافي به
). نتـايج43( گـردداساسي دخيل در رفتار سـلول محسـوب مـي

در ايـن PLGAهـا بـر روي نانوفيبرهـاي حاصل از رشد سـلول
ت هـاي انجــام شـده بــود. ييـد پــژوهشاپـژوهش نيـز، در جهــت

و نتايج تست يافته در MTTهاي حاصل از ميكروسكوپ معكوس
روش تهيـه شـده بـه  PLGAاين تحقيق نشان داد كه بسترهاي

كـن بـه دليـل ميـزان تخلخـل بـالا، چسـبندگي خشـك-انجماد
ازت ساع24مناسبي براي سلول فراهم كرد به نحوي كه در  پس

الكتروريسـي، قابليـت  PLGAكشت، در مقايسه با نانوفيبرهاي 
72و48زنده ماندن سلول بيشتر بـود، امـا بـا ادامـه كشـت در 

سـلول بـر روي داري درصـد زنـده مانـدنيطـور معنـساعت، به
الكتروريسي شده افزايش يافت، در حالي كه اين PLGAنانوفيبر 

كن در طي ايـن خشك-مادانج PLGA هايدرصد بر روي نمونه
به2 خوبي بيانگر اين مسئله اسـت روز تغيير چنداني نكرد. نتايج

كـرد در ايجاد رفتـار سـلولي مناسـب عمـل PLGAكه نانوفيبر 
و با توجه به شباهت سـاختاري  مـاتريكس آن بـه بهتري داشت

جهـت بررسـي وجود داشت.هم طبيعي اين انتظار خارج سلولي
كن هم خشك-روي رشد سلول روش انجمادمحيط نانو فيبري بر

مي استفاده شد. كند كـه نانوفيبرهـاي نتايج اين مطالعه پيشنهاد
PLGA با تواننـد در كن مـيخشك-انجماد PLGAدر مقايسه

منظـور مهندسـي بافـت جهت ايجاد پاسـخ سـلولي مناسـب بـه
كرد بهتري داشـته باشـند. همچنـين از ميـان نانوفيبرهـاي عمل

(الكتروريس در 2500ي شده، فيبر تهيه شده به فـرم مـنظم دور
كـه تائيـد كننـده نتـايج تري را نشـان داد.)، نتايج مطلوبدقيقه

و همكـاران Leeو همكـاران همچنـين  Xieحاصل از پـژوهش 
بود. آنان گزارش كردند نانو فيبرهاي تهيـه شـده در فـرم مـنظم

و تمـايز سـلونسبت به نامنظم باعث جهت و رشد هـا بـرلگيري
 روي بستر بود. 

اين پژوهش در كنار مطالعاتي كه در گذشته انجـام شـده اسـت،
م يد آن است كه، با اينكـه علـوم قـرار گرفتـه در پشـتوهمگي

يند الكتروريسي هيچ يك ساده نيستند امـا ايـن روش بسـيارآفر
اي است كه فقط به آزمايشگاه مجهز جهت رساندن الياف به ساده

و از نياز دارد. فيبرهايي با مورفولـوژيمقياس نانو  هـاي متفـاوت
و يـا غيـر مسـتقيم از توانـد بـهمواد متفاوت مـي طـور مسـتقيم

الكتروريسي حاصل شوند. تنوع مواد قابل استفاده در ايـن روش، 
و آسـاني اتصـال بـه  توليد بستري با سطح مخصوص بسـيار بـالا

بهسلول سـلول، وجـود دليل داشـتن ابعـاد كـوچكتر از هاي بدن
و قابل تغيير( نآ)، محققـين را بـر46و44،45تخلخل مناسب

داشته است كه مطالعات خود را در زمينـه كـاربرد نانوفيبرهـاي
ب  منظور مهندسي بافت ادامه دهند.هالكتروريسي شده

 نتيجه گيري

و PLGAنتــايج حاصــل از كشــت ســلول بــر روي نانوفيبرهــاي
به PLGAفيبرهاي كن نشان داد خشك-روش انجماد تهيه شده

ساعت اول كشت با توجه به ايجاد تخلخل بـالا توسـط24كه در 
كن چسبندگي بهتـري نسـبت بـه نـانوفيبر خشك-روش انجماد

 PLGAساعت در مقابل نـانوفيبر72داشت اما با ادامه كشت تا 
با توجه به نزديكي ساختار آن به ماتريكس خارج سلولي طبيعـي

 كرد بهتري را ارائه نمود.در ايجاد تكثير سلولي عمل

و قدرداني  تشكر

مهندسـي زيسـت فنـاوري تحقيقات اين تحقيق با حمايت مركز
جام شـد كـهاندانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم وتحقيقات تهران 

وآنان حماتزوسيله از بدين ب تقدير ميهتشكر  آيد.عمل
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Abstract 

Aim: In this study we were investigated the importance of the preparation method of the substrate 
based on PLGA polymer by electrospinning and freeze-drying method. To investigate the effect of 
nanotopogeraphy on cell behavior, the prepared nanofibers were compared with each other in three 
speeds of the collector. 
Material & Methods: PLGA substratums were made by electrospinning and freeze-dying. The 
morphology of the structures was compared by use of the Scanning electron microscope images. 
Mouse fibroblast cells (L929 cell line) were seeded on substrates to determine the cell viability and 
followed by MTT assay. 

Results: Scanning electron microscope images showed that, by increasing the speed of collector, the 
nanofibrous orientation increased. MTT assay (p< 0.05) showed in 24 h that PLGA substrates 
prepared by freeze-drying method were provided the appropriate attachment for the cell by producing 
a porous structure. Cell viability was significantly increased on the PLGA nanofibers with increase of 
fibers regularity after 48 and 72 h cell culture. This feature did not change on freeze-drying substrate.  

Conclusion: The findings were indicated that electrospun PLGA nanofibers had the better 
performance to provide cell behavior. It was expected because of similarity to the structure of the 
natural extracellular matrix. It seems that aligned fibers acted as a positive factor to support cell 
proliferation.  
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