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استفاده از ماتريكس  بررسي هيستولوژيك ميزان بازسازي نقايص استخواني كالواريا خرگوش با
  استخواني به همراه سلول بنيادي مزانشيمي و پلاسماي غني از فاكتور رشد دمينراليزه

  كتر آرش خجستهد، نسب راميكتر حسن به، دعباس فاطمه مشهديكتر ، دفر مهرناز زرين ،زبان حد خوشادكتر ، حسين بهنيادكتر

  چكيده
تاثير بررسي حاضر به  بازسازي فكي است، مطالعههاي اصلي  با توجه به اينكه رژنراسيون ضايعات استخواني بزرگ از چالش :سابقه و هدف
 MSCsي مزانشيمالهاي بنياد سلول ،DBM (Demineralized Bone Matrix) از ماتريكس دمينراليزه استخوان استفاده همزمان

(Mesenchymal Stem Cell) و پلاسماي غني از فاكتور رشدي PRGF (Platelet rich in growth factors) پردازد مي.  
با  PRGF. ها استخراج و ماهيت بنيادي آنها اثبات گرديد خرگوش فمور هناحيهاي بنيادي با استفاده از مغز استخوان  سلول :مواد و روشها

 8نقص  4 ،طي فرآيند جراحي. گرديد تفاده ازدستگاه سانتريفوژ تهيهبا اس بود ها آسپيره شده كه از قلب خرگوشخون سي  سي 5استفاده از 
ساعت در  24 ،بارگذاري شده DBMهاي پاساژ سوم روي  سلول. شدها ايجاد  خرگوش جمجمه ناحيهمتري بوسيله فرز ترفاين در  ميلي

 DBM+MSCs= 3، گروهDBM+ PRGF= 2، گروهDBM= 1گروه: ديگذاري مواد به اين صورت بوجاترتيب . ندداري شدانكوباتور نگه
برروي مقاطع  آناليز هيستومورفومتري،شيوه وايتال پرفيوژن قرباني شدهها به  خرگوش 12 و 6درهفته . DBM+ PRGF+ MSCs =4و گروه

و با آزمون  14نسخه SPSS ها با استفاده از نرم افزار  تحليل داده. انجام شد) H&E( هماتوكسيلين و ائوزينآميزي  ميكرومتري با رنگ 5
ANOVA  گرفتانجام. 

% 35/14، 2در گروه  %31/20و  %6/74، 1استخوانسازي را در گروه ،هفته پس از جراحي 12و  6مقاطع در آناليز هيستومورفومتري كليه : ها يافته
مشاهده  4در نقص گروه  سازي بالاتر استخواندرصد  .نشان داد% 21/37و % 94/18 ،4و در گروه % 33/31 و% 75/17، 3، در گروه %44/28و 
  ).<05/0P( دار نبود اين اختلاف از لحاظ آماري معني. شد

ميليمتري كالوارياي  8ضايعات  موجب افزايش رژنراسيون استخوان درMSCs و DBM ، PRGFهمزمانرسد استفاده  نظر مي به :گيري نتيجه
  . خواهد شدPRGF يا  MSCsبه استفاده تنها  از خرگوش نسبت
   .سي بافتمهند ،استخواني دمينراليزه ماتريكس ،سلول بنيادي مزانشيمي ،پلاسماي غني از فاكتور رشدبازسازي استخوان،  :كليد واژگان

  20/6/1391:تاريخ تأييد مقاله  18/6/1391: تاريخ اصلاح نهايي  16/2/1391: اريخ دريافت مقالهت
Please cite this article as follows: 
Behnia H, Khoshzaban A, Zarinfar M, Mashhadiabbas F, Bahraminasab V, Khojasteh A. Surgical success of 
dental implants placed in sinus lift and non - sinus lift area in patients of Ghazi Tabatabayi clinic from 2001-
2008. J Dent Sch 2012;30(3):143-154. 

  مقدمه
  

طبي، ضايعات استخواني امروزه سبب بروز مشكلات 
كه به دلايل مختلف از  هستند اجتماعي و اقتصادي زيادي

ها،  جمله تحليل فيزيولوژيك ثانويه به از دست دادن دندان
). 1(شوند  هاي استخوان يا عفونت ايجاد مي تولوژيتروما، پا

يولوژيكي از اتفاقات ب اي بازسازي استخوان شامل مجموعه
و هدايت استخواني به همراه انواع متعددي از  منظم القا

هاي سيگنال مولكولي داخل و خارج سلولي با  و راه ها سلول
ترتيب زماني مشخص است كه در جهت به حداكثر رساندن 
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). 2(كند  تي و بازتواني عملكرد آن تلاش ميبازسازي اسكل
ن به كار ي استخوازازساجهت ب هاي مختلفي امروزه روش

 ،طلايياستخوان اتوژن به عنوان استاندارد . شود گرفته مي
هاي جديد به كار گرفته شده  معيار مقايسه و موفقيت روش

هاي  لولو س فاكتورهاي رشديها، اسكافولد). 3-6( باشد مي
 گانه مهندسي بافت در سهساز به عنوان اضلاع  استخوان

خوان به كار جهت افزايش رژنراسيون استتحقيقات مختلف 
  ).7(اند شدهگرفته 

اعي از جنس هيدروكسي ها و مواد صن ها، زنوگرفت آلوگرفت
ترين مواد مورد استفاده در جايگزيني استخوان  آپاتيت شايع

داشتن ساختار . باشند مي از دست رفته به عنوان اسكافولد
خاصيت  ،و شباهت به ساختار استخواني دنيمع

زي به اين مواد داده است ولي كنندگي در استخوان سا هدايت
اين ) Critical Size defect(در ضايعات با اندازه بحراني 

كافي مواد به تنهايي براي تبديل فرايند التيام به رژنراسيون 
  ).9و8( نخواهند بود

ترين فاكتور به كار  شايع BMP-2هاي رشدي در بين فاكتور
زايش آميزي در اف باشد كه نتايج موفقيت گرفته شده مي
حيواني و سازي در مطالعات آزمايشگاهي،  انميزان استخو

آزمايشگاهي داشته است اما قيمت زياد اين فاكتور و نحوه 
ز مشكلات اساسي انتقال و حفظ آن در ناحيه رژنراتيو ا

فاكتور رشدي ). 6(وسيع و همگاني آن بوده است كاربرد
موضعي به دليل جذب  به صورت) PRGF(مشتق از پلاكت 

ثباتي ديواره عروق  اي باعث بي هاي ديواره موتاكتيك سلولك
در نتيجه عروق خوني مجاور با زخم در حال . شود مي

ترميم قادر به جوانه زدن و تشكيل شبكه عروقي جديد داخل 
رسد به  به علاوه به نظر مي. بافت گرانولاسيون خواهند بود

بتواند در  PDGF دليل پيشبرد واسكولاريزاسيون،
 ).10( نتاسيون همزمان بافت نرم نيز نقش داشته باشدآگم
در تركيب با چنين فاكتور رشدي مشتق از پلاكت هم

بيمار  2روي بر  freeze-driedاستخوان  آلوگرفت مينراليزه
 ايج مثبتي نشان داده استتستخوان نمبتلا به تحليل شديد ا

)11(.   
ي در دهه گذشته جايگاه نويناستفاده از سلول درماني در 

با  1هاي سلول محور درمان. است يافتههاي رژنراتيو  درمان
هاي  تكيه بر مفاهيم مهندسي بافت، بر پايه استفاده از سلول

يا  3ساز استخواني هاي پيش ، سلول2استخواني تمايز يافته
دو مسير اصلي در  ).6( كنند عمل مي 4هاي بنيادي سلول

اني مطرح ي درمان ضايعات استخوها برا كاربرد سلول
هايي جهت افزايش جمعيت  استفاده از مكانيسم - 1: است
به منظور به . پيوند سلولي -2هاي موجود در ناحيه و  سلول

 ex vivoدست آوردن يك جمعيت سلولي مطلوب در شرايط 
با هدف كاربرد پيوند سلولي، كليه جوانب بيولوژي سلول 

و  نحوه استخراج، جداسازي. فته شوندبايد در نظر گر
تاثيرگذار در ها همگي از عوامل مهم  شرايط كشت سلول

هاي بنيادي  سلولتوانايي تمايز  .نتيجه درمان هستند
هاي متعدد،  در دسترس بودن نسبي و  به رده مزانشيمي

رفيت مولتي تكثير گسترده بدون از دست دادن ظ
شان، آنها را به منبع سلولي مورد توجهي براي  پتانسيل
ها MSC). 4و8(نموده است تبديل درماني هاي سلول  روش
هاي مختلفي چون چربي، خون  ها يا بافت توانند از ارگان مي

بند ناف، ريه، كبد، پوست، پريوست و عضلات اسكلتي جدا 
اند كه استفاده از  نشان داده به اتفاق مشاهدات تجربي. شوند

MSCs  در مقايسه با نقايص بدون در نقايص استخواني
موجب افزايش هاي بدون سلول  راه با درمانماده يا هم

  ).7,12- 10(شود مياستخوانسازي 
هاي  در مطالعات مختلف تاثيرات فاكتورهاي رشدي و سلول

 نتايج مختلفي شده،ستخوان بررسي بنيادي در رژنراسيون ا
رد نتايج با استاندا ،در هيچ يك از مطالعات. اند شده گزارش

به همين . دنباش نميمقايسه  قابلطلايي يعني استخوان اتوژن 
اكتور تاثيرات همزمان ف ه حاضر با هدف بررسيدليل مطالع

بارگذاري شده هاي بنيادي  رشدي مشتق از پلاكت و سلول
بر رژنراسيون  وانبر روي ماتريكس دمينرالزه استخ

  .  صورت پذيرفتضايعات  استخواني كالواريا 
  :مواد و روشها

  

  فرايند آزمايشگاهي 
 8انجام گرفته  preliminaryمطالعه  كه به صورت  در اين

                                                 
1 Cellular therapy 
2 End-differentiated cells 
3 Progenitor cells 
4 Stem cells 
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 145/همكارانو  دكتر بهنيا

 1391 پاييز، 3، شماره 30دوره  شكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،مجله دانشكده دندانپز

 5/2خرگوش سالم بالغ نژاد نيوزيلند با متوسط وزني 
 و بر اساس مصوبه خريداريپاستور از انستيتو كيلوگرم 

دانشكده  ت بيمارستان دامپزشكيدفاع از حقوق حيوانا
داري  هاي جداگانه نگه در قفسدانشگاه تهران  دامپزشكي

 ,mg/kg (Alfasen زريق وريدي كتامين پس از ت. شدند

The Netherlands) 5/5 داروپخش ، تهران، ( و ديازپام
ها، ناحيه فمور  در هر يك از خرگوش mg/kg5/0 ) ايران

با  تيكتحت شرايط آسپ. اسكراب گرديد، چپ تراشيده شده
از  20سي مغز استخوان شماره استفاده از سوزن بيوپ

جهت گرفته،  ليتر مغز استخوان ميلي 5استخوان بازو حدود 
ليتري هپارين  ميلي 10 هاي در لولهگيري از لخته شدن جلو

)Novartis ,France( )700 سي سي واحد به ازاي هر( ،
هاي حاوي مغز استخوان در داخل  لوله. شد ريخته
اعضاي پيوندي  اي يخ به آزمايشگاه مركز تحقيقاته فلاسك

نمونه مغز استخوان . بيمارستان امام خميني منتقل شدند
با محيط كشت  2به  1ارسالي به آزمايشگاه سلولي به نسبت 

DMEM (LG) (USA, Calsberg, Invitrogen)5  رقيق
به  (GE-Healthcare,USA) شده، روي محلول فايكول

اي  هسته هاي تك جهت جداسازي سلول 2به  1نسبت 
6(MNC) با دور  ،برده rpm 1800  دقيقه  20به مدت

محيط  به اضافه MNCسپس لايه . ريفوژ گرديدسانت
DMEM    با دور rpm1500  دقيقه  10و به مدت

 DMEMدر نهايت محيط كشت كه شامل . سانتريفوژ گرديد
 بود FBS (Invitrogen,USA)% 10با مشخصات بالا و 

 در مرحله. رسيد cc 7و حجم كل محيط كشت به  ريخته
آخرين نظر رسيد از  پاساژ، پس از اينكه سلول به حد مورد

ه جهت شناسي و يك نمون پاساژ يك نمونه جهت ميكروب
از شستشو  پسها  بقيه سلول ،فلوسايتومتري برداشته شده

 . ندجهت نشست سلولي بر روي داربست آماده  گرديد

  از خون خرگوش PRGFبه دست آوردن 
خون از قلب خرگوش  ليتر ميلي 5پيش از اعمال بيهوشي، 

همراه با  ،اي آزمايشگاه هاي شيشه ر لولهد ،گرفته شده
. گرديدآوري  جمع ،ريخته سيترات به عنوان ضد انعقاد

و در دماي اتاق در  rpm 1400دقيقه در  8ها به مدت  لوله
يونيت سانتريفوژي كه به طور اختصاصي براي اين منظور 

                                                 
5Double Minimum Essential Medium(low Glucose) 
6 Mono Nuclear Cell 

پس از سانتريفوژ، خون به . دطراحي شده، سانتريفوژ شدن
اجزاي  بندي در اين تقسيم. شود تقسيم ميهاي مشخص  لايه

اي پلاسماتيك بالاي لوله قرار اجز ،سلولي ته لوله باقي مانده
ك سوم بر اساس پروتكل كارخانه سازنده، ي. گيرند مي

هاي سانتريفوژ شده بوسيله  تحتاني قسمت پلاسمايي لوله
 به آنهاسي از پلاسما  به ازاي هر سي ،دهميكروپيپت جدا ش

  .اضافه شد) Cacl2(وليتر كلريد كلسيم ميكر 10
  

  ها بر روي داربست بارگذاري سلول
 DBM)(دمينراليزه استخوان  سدر اين مطلعه از ماتريك

 ,ITB, Imam Khomeini Hospital( تجاري موجود

Tehran, Iran( هاي بنيادي استخراج  سلول. استفاده گرديد
، همخلوط شد DBMشده از كشت سوم بر روي داربست با 

هاي  در ديشها،  ساعت پيش از كشت داربست 24 به مدت
% 5در شرايط انكوباسيون  حاوي محيط كشت سلولي

   .قرار گرفتند C 37°هوا و در دماي  % 95 –اكسيد كربن  دي
  

  اسكن ميكروسكوپ الكتروني 
هاي  كوباسيون، يك نمونه از داربستساعت پس از ان 24

يد ئعت در گلوتارآلدسا 2ل به مدت بارگذاري شده با سلو
 2مجددا . شسته شد PBSسپس توسط  ،فيكس شده% 5/2

درصد انجام  1ميم تتراكسايد فيكساسيون با اس ،ساعت بعد
به (، نمونه در درجات مختلف اتانول پس از شستشو. فتگر

) ساعت 1د هر يك به مدت صدر 100و  85، 50،70ترتيب،
با چسب  سپس نمونه. و در محيط اتاق خشك شد دهيدراته

طلا به  بوسيله، هنقره روي استندهاي آلومينيومي مانت شد
آمپر روكش گرديد و زير  ميلي 70ثانيه، با جريان  90مدت

 ,SEM; Vega, Tecsan)ميكروسكوپ الكتروني

Philadelphia, PA, USA) قرار گرفت مورد بررسي .
 LEO 440i (LEO, UK)هاي ديجيتالي توسط  ميكروگراف
 .ثبت شدند

  يند جراحيفرآ
و ) kg/mg 4( %10ها با تزريق كتامين حيوان بيهوشي

ضربان قلب و سرعت . انجام شد )kg/mg 5( %2زايلازين 
حيوانات در . تنفس به دقت در طول جراحي كنترل گرديد

حالت درازكش روي تخت جراحي قرار گرفته، پوست سر 
با محلول پوويدون يد قبل از جراحي شده، تراشيده 

در طول ميدلاين جمجمه از نقطه  يك برش. رديدضدعفوني گ
. متر جلوتر داده شد سانتي 5ها تا حدوداً  وسط پايه گوش
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پوست قبل از ايجاد برش پريوست در محل، توسط پنس 
لواتور پريوست از و سپس پريوست توسط ا كشيدهجراحي 

نقص استخواني به قطر داخلي  4. سطح استخوان جدا گرديد
متر در استخوان پاريتال در  ميلي 5/0ت ، ضخام8متر  ميلي

  .هر حيوان ايجاد شد
نقايص در دو طرف سوچور ساژيتال مياني بدون رد كردن 

 1000كتريكي با سرعت خط وسط با استفاده از هندپيس ال
و فرز ترفاين و شستشو دادن فراوان  توسط  دقيقه در

  . ندايجاد شد% 9/0سالين فيزيولوژيك 
شده  جداهاي بنيادي  سلول جراحي، به صورت همزمان با 

در شرايط  ،نكوباتور خارج شدهاز اهر خرگوش مربوط به 
ه به  دزير هود، پس از جدا شدن از ظرف نگهدارناستريل و 

انه خ 4بدين ترتيب كه . خانه انتقال داده شدند 12هاي  پليته
 2در هر خانه به ميزان . ه شددبه هر خرگوش اختصاص دا

در خانه شماره يك . ول اضافه شدكشت سل ليتر محيط ميلي
سلول بنيادي نيز  100000سلولي، وه بر محيط كشت لاع
 1هاي بنيادي،  وللبه جاي س 2در خانه شماره . افه شدضا

سلول و فاكتور  3و در خانه شماره  PRGFليتر  ميلي
 4در خانه شماره .  رشدي به صورت همزمان اضافه شدند

 يتريس دمينراليزه استخوان به تنهايگرم از ما ميلي2/0مقدار 
  . داضافه ش

  :در هر خرگوش نقايص به ترتيب زير پر شدند
 mg DBM+1ml autologous 0.2:بالا سمت راست - 1

PRGF + 2ml acellular culture medium 
 mg DBM + 2ml culture 0.2: بالا سمت چپ - 2

medium 
 0.2mg DBM + 2ml culture:پايين سمت راست - 3

medium containing 100,000 autogenous 
MSCs + 1ml autologous PRGF 

 0.2mg DBM + 2ml culture:پايين سمت چپ -4

medium containing 100,000 autogenous 
MSCs 
 0/3كاتگوت ساده  بافت زيرپوست توسط بخيه پريوست و
(SUPA) به  0/3پوست با بخيه ي ممتد سيلك  .بسته شد

و ) mg/kg IM 5/1( لينآموكسي سي. محل بازگردانده شد
روز و  7جراحي به مدت پس از  )mg/kg IV30( سفازولين

. نيز براي تسكين درد تجويز گرديد )mg 10( بوپرمورفين
هفته پس از مداخله از طريق اوردوز  6ها  نيمي از حيوان

هفته بعد  12و نيم ديگر ) mg/kg IV65(سديم پنتوباربيتال 
اي استخواني حاوي ه بلوك. به همين روش كشته شدند

مواد، توسط يك فرز جراحي متصل به هندپيس الكتريكي كم 
ها در  سپس نمونه. حيوان برداشته شد هسرعت از جمجم

ناليزهاي بعدي، در متري، قبل از آ سانتي 1×1هاي  بلوك
شناسي بخش  يد به آزمايشگاه بافتفرمالده  %10محلول بافر

دندانپزشكي شناسي دهان و فك و صورت دانشكده  آسيب
. داري و ثابت شدندنگه pH  0/7با ،يافته شهيد بهشتي انتقال
روز در محلول  50ساعت شسته و  24پس از آن به مدت 

تا به طور  ندغرق شد% 10م سيترات و اسيد فرميكسدي
يوند شده، با پهر بلوك شامل منطقه . يفيه شوندكامل دكلس

  ايه برش سپس. در پارافين جاسازي شدو الكل خشك 
µm 5  آميزي  ها توسط رنگ برش .تهيه گرديدنداز آن

اجراي  براي ه،آميزي شد ائوزين رنگ- هماتوكسي لين
به طور آناليزهاي هيستومورفومتريك و هيستولوژيك 

يا ، شامل بررسي ساخت استخوان گروه 4تصادفي به 
هاي  سازي، حضور سلول ماتريكس ارگانيك، نوع استخوان

بندي  زير ميكروسكوپ نوري دسته يا مزمنالتهابي حاد 
گيري كمي ميزان استخوان توليد  به منظور اندازه. شدند

با  (Nicon E400, Japan)شده، از ميكروسكوپ نوري 
ها با كمك دوربين  عكس .استفاده شد 100بزرگنمايي 

كه  نداي تهيه شد به گونه Nicon E8400, Japanديجيتال 
ميزان . ر قرار گيرندها به طور كامل در تصوي ل نمونهك

تصاوير مذكور با  در (Bone Ratio)استخوان توليد شده 
 Iranian Histomorphometricافزار استفاده از نرم

Analysis software  ها با استفاده از  داده. گيري شد اندازه
 و با آزمون كروسكال واليس .SPSS vs 0/14 نرم افزار

  . ندارزيابي شد
  :ها يافته

  
 In vitroي يافته ها

  كشت سلولي

هاي بنيادي  توان سلول ميميكروسكوپي  در مشاهده
ي شكل شبه فيبروبلاستي مزانشيمي را كه با نماي دوك

در پاساژهاي اوليه علاوه . تشخيص داد ،شوند شناخته مي
هاي گرد غير چسبنده نيز مشاهده  ها، سلول بر اين سلول

بعدي كاهش كه شمار آنها متعاقب پاساژهاي سلولي  ندشد
  .يافت
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  هاي بنيادي دوكي شكل در حال تقسيم سلول  - 1شكل
  در ميكروسكوپ نوري

  
 DBMها روي داربست  بارگذاري سلول

هاي  ساعت پس از بارگذاري سلولي، پراكندگي سلول 24
بنيادي به صورت كلي در سطوح مختلف داربست توسط 

) 250×( تر هاي پايين بزرگنماييميكروسكوپ الكتروني در 
 )1000×( هاي بالاتر در بزرگنمايي. )2شكل(ديده شد 

پادها و . شيده متغير بودها از گرد تا ك مورفولوژي سلول
هاي سلولي كه در تصاوير كاملا مشخص بودند،  استطاله

 دادند اتصال سلول به داربست را نشان ميپيوستگي و 
ذ ها به داخل مناف نفوذ سلولها  به علاوه در گراف. )3شكل(

  ).3و2ل اشكا(و پورهاي داربست به خوبي مشخص بود 

  
  

ها به داخل  در اين بزرگنمايي فلش  نفوذ سلول –2شكل 
  ).×SEM :250بزرگنمايي (  دهد نشان ميمنافذ داربست 

  

  
  

هاي سلولي به داربست  استطاله SEMدر تصوير  –3شكل 
 است و با فلش نشان داده شده است به خوبي مشخص

  ).×SEM :1000 بزرگنمايي(
  

  In vivoهاي  يافته

 بررسي كيفي تصاوير هيستولوژي

ها مشاهده  گروه در همه PMNهاي آماسي  ارتشاح سلول
سازي به صورت عمده از اطراف  استخوان). 4 شكل(شد 

عمدتاً در مجاورت  ،به سمت مركز (peripheral)ضايعه 
DBM  باقي مانده .ت عمده به شكل ترابكولار بودبه صورو 
DBM ميزان . شد هفته مشاهده  12و  6ها در  گروه در همه
 12ي ها هفته كمتر از نمونه 6 هاي سازي در نمونه ناستخوا

باقي مانده در   DBMبه همان نسبت ميزانه، هفته بود
 PRGFهاي حاوي  نمونه. هفته بيشتر بود 6هاي نمونه

هاي  را نسبت به نمونه سازي بيشتري استخوان  DBMو
دادند همان طور كه مشابه  تنهايي نشان ميه ب  DBMحاوي 

 نسبت به DBMي حاوي سلول و اه اين امر در نمونه
بيشترين . )4 شكل( هاي بدون سلول مشاهده شد نمونه

گانه  سهجديد تشكيل شده در گروه استخوان ترابكولار 
در نماي ). 5 شكل(مشاهده شد  DBMو  PRGFسلول، 

وي سلول و گروه حاوي ميكروسكوپ نوري بين گروه حا
PRGF اي وجود نداشت ولي در گروه  تفاوت قابل ملاحظه

در هيچ كدام از . بيشتر بودسازي  سه گانه ميزان استخوان
  .ها عفونت وجود نداشت نمونه
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ميكروسكوپي  ي در بررسيهاي آماس ارتشاح سلول -4شكل 
) . هفته 12پس از   DBMگروه حاوي (شود  مشاهده مي
و فلش سياه  DBMدهنده باقي مانده  نشان فلش سفيد
  . هاي منتشر آماسي است دهنده سلول نشان

  ).×100بزرگنمايي (
  

  
تنها  DBMاستخوان سازي در گروه حاوي  -الف .5شكل 

  ).40×(هفته مشاهده مي شود  6پس از 
  

  
در   DBMهاي  بزرگنمايي بيشتر باقي مانده  -ب. 5شكل 

  .هفته 6ضايعه پس از 
  

  
هفته نيز در  12پي پس از ودر نماي ميكروسك - ج. 5ل شك

سازي به ميزان حداقل  تنها استخوان DBMگروه  حاوي 
 باقي مانده با فلش  به صورت DBMمشاهده شد و ذرات 

  )40×. (شود محاط در غلاف فيبروزه مشاهده مي

  
استخوان سازي  PRGFو  DBMدر گروه حاوي  -6شكل 

يعه به سمت مركز و به شكل به صورت عمده از اطراف ضا
استخوان سازي ). ×100بزرگنمايي (ترابكولار بوده است 

دهنده  هاي سمت راست نشان در شكل فلشهفته  6پس از 
و فلش سمت چپ نسان دهنده حاشيه  DBMهاي  باقي مانده

  .ه استعاستخوان ضاي

  
بيشترين استخوان ترابكولار جديد تشكيل شده در   -7شكل 

  و سلول بود  DBM ،PRGFه ي گروه سه گان
  ).× 100بزرگنمايي ( 
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 آناليزهيستومورفومتري

رژنراتيو پروتكل درماني مورد استفاده با كمك  توانايي
گيري سطح  ليز هيستومورفومتري و به واسطه اندازهآنا
 1جدول . گرديدخوان تازه تشكيل شده نيز بررسي است

زمان در  درصد استخوان ساخته شده به تفكيك نشان دهنده
  .باشد هاي مختلف مي گروه

  ها بر حسب زمان سازي در گروه درصد استخوان -1جدول 

  هفته 12  هفته 6  ها گروه
B.F% B.F% 

  DBM(  74/6%  31/20%( 1گروه 
  DBM+PRGF(  35/14%  44/28%( 2گروه 
  DBM+MSCs(  75/17%  33/31%( 3گروه 
  DBM+PRGF+MSCs(  94/18%  21/37%( 4گروه 

  
  . انحراف معيار بيان شدندها به صورت ميانگين و گيري اندازه

صد ي ضايعات استخواني درنتايج كمي هيستومورفومتر
هفته  12ها پس از گذشت  هر همه گروسازي را د استخوان

سازي  بيشترين نتيجه استخوان. نشان دادهفته  6بيشتر از 
هفته  12گانه سلول، فاكتور رشدي و اسكافولد پس از  سهدر 
ه و كمترين آن در اسكافولد ب %)21/37(ان داده شد نش

نيز موجب رشدي  يا فاكتور افزودن سلول. %)74/6(تنهايي 
سازي شد كه اين ميزان در گروه  انافزايش ميزان استخو

. حاوي سلول بيش از گروه حاوي فاكتور رشدي بود
در % 33/31هفته و  6پس از % 35/14در مقابل % 75/17(

  ). هفته 12س از پ% 44/28مقابل 
شده تفاوت آماري مشخصي انجام آناليزكروسكال واليس 

پس  4و 3، 2، 1هاي  را در آزمون درون گروهي ميان گروه
در  ).<05/0P( نشان ندادهاي ششم و دوازدهم  از هفته

، استخوان جديد تشكيل 4ارزيابي ميان گروهي تنها در گروه 
تفاوت  1ه نسبت به گرو) ٪21/37(هفته  12شده پس از 
  .)>05/0P( داري داشت آماري معني

  
  :بحث

  
مهندسي بافت به علت عدم وجود بايوراكتورهاي قابل 
 كاربرد در بافت زنده، امروزه عملا به پزشكي رژنراتيو

هاي بنيادي به همراه  استفاده از سلول. تبديل شده است
هاي مختلف نتايج ضد و نقيصي در رژنراسيون  اسكافولد

به علت يكسان نبودن ). 9و8(ان داده است استخوان نش
هاي بنيادي عملا  ه از سلولهاي تحقيقاتي در استفاد پروتكل

در . باشند ت قابل مقايسه با يكديگر نمييقابسياري از تحق
ولد به تا بتوان اسكاف ندگروه طراحي شد 4اين مطالعه 

فاكتور رشدي و  -اسكافولد سلول، - تنهايي، اسكافولد
 يكديگرول به همراه فاكتور رشدي را با لس - اسكافولد

  .مقايسه كرد
به  ) DBM(در اين مطالعه ماتريكس دمينراليزه استخوان 

ميليمتري استخوان كالواريا   8تنهايي در ترميم ضايعات 
زان استخوان سازي را نشان  هفته كمترين مي 12و  6پس از 

كه  ندنشان داد 2006و همكاران در سال  Öztürk .داد
DBM موجبات ترميم سريع و بدون التهاب استخوان را در 

هر چند ). 5( كند موش فراهم مي ميلي متري 5ضايعات 
ماتريكس استخواني دمينراليزه در مطالعات فراواني نشان 

 سازي خواهد شد ده كه موجب افزايش ميزان استخواندا
ورد ادعاي آن يعني القاي اما خاصيت م ،)9-23(

نتايج بدست آمده در . د ترديد استمور 7سازي استخوان
حيوانات مختلف با نتايج بدست آمده در انسان متفاوت است 

سازي انجام  نيز مقدار استخوان حاضرمطالعه  در). 24،25(
ها  نسبت به ساير گروه  DBMتنهايي بوسيلهه شده ب

را زير   DBMتواند خاصيت القاي استخوان سازي  مي
 هفته، 12باقي مانده پس از  DBMذرات .  سووال ببرد

. هفته بود 6آن پس از  حدود نيمي از مقدار باقي مانده
 DBMذرات  ،هاي نقايص تشكيل شده استخوان جديد در لبه

اين نتايج مشابه نتايج . را به سمت مركز هدايت كرده بود
Clokie  وJackson )2002 (باشد  مي)26.(  

 در گروه) PRGF(افزودن فاكتور رشدي مشتق از پلاكت 
موجب افزايش ميزان  DBMه خرگوش به مدوم نقص جمج

اين تركيب  .هفته شد 12و  6دوره  2زي در هر سا استخوان
 6پس از % 35/14 ترتيب ايج ساخت استخوان جديد را بهنت

هفته نشان داد كه نسبت به گروه  12پس از % 44/28هفته و 
DBM ي دادسازي بالاتري را نشان م به تنهايي استخوان  .

                                                 
7Osteoinduction 
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Anitua استفاده از دادند  نشان )2009( و همكارانPRGF 
سازي  استخوان متر ميلي 3و قطر  5/8در نقايص با طول 

كه اين به دليل  نشان دادكنترل را نسبت به گروه  بيشتري
استخوان در نقايص ايجاد شده  افزايش سرعت بازسازي

 PRGFا ه هگرو تمامينيز در  فعلي در مطالعه). 27(باشد مي
شده بود ولي حتي سازي  موجب افزايش ميزان استخوان

درصد ضايعه ايجاد  50اين ميزان به  نيزهفته  12پس از 
شده نرسيد و در هيچ كدام از مقاطع رژنراسيون كامل 

داشتن نتيجه مثبت در  رژنراسيون . استخوان مشاهده نشد
 زاي است كه با بسياري ا تيجهاستخوان بدون تاثير قطعي ن

  .باشد مي موافقمطالعات مشابه 
كس دمينراليزه استخوان كه با ماتري 3بررسي نقص گروه

به ) DBM + MSCs(هاي بنيادي مزانشيمي  حاوي سلول
در  %75/17 به ترتيب سازي كار گرفته شده بود، استخوان

كه  مشخص بود 12 در هفته% 33/31پس از عمل و  6هفته 
يسه با هر چند در مقا. دنشان ندا 2تفاوت چنداني با گروه 

به  MSCsاستفاده از . اي داشت تفاوت قابل ملاحظه 1گروه 
 Khojastehمطالعه همراه اسكافولد تري كلسيم فسفات در 

ه موش مميليمتري جمج 7در ضايعات   )2008( و همكاران
نقايص ). 3(نشان داده بود  PRPنتايج بهتري نسبت به  نيز

كه به  خرگوش در جمجمه متر ميلي 15ي با سايز بحران
، in vitroايجاد شده به صورت  MSCهاي  صفحه وسيله

حاكي از افزايش ميزان  ندپرشده بود DBMدر تركيب با 
طبق اين مطالعه، ). 28(بود %  7/26سازي به ميزان  استخوان

را به %) 7/26(سازي بالايي  نسبت استخوان DBMگروه 
استخوان  .ن دادهفته نشا 12در %) 6/8(نسبت گروه خالي 

استخوان نابالغ  ،ص بودههاي نق در لبهغالباٌ تشكيل شده 
شمايل . شد ديده مي DBMكمي هم در مركز نقص گروه 

تشكيل استخوان در مطالعه فوق و مطالعه اخير متناسب 
  . است
 HA/TCPهاي  بنيادي به همراه  اسكافولد صناعي  سلول

استخوان % 78/65منديبل سگ متري  ميلي 10در ضايعات 
ها  سازي اين سلول استخوانميزان ). 8(جديد رانشان دادند 

در اسكافولد مشابه در محيط خارج از استخوان در عضله 
متري جمجمه موش   ميلي 5در ضايعات . بوده است% 11/29

ها با  اين سلول). 3(رسيد% 53/2سازي به  در صد استخوان
شان يعات قدرت كمتري از خود نتر شدن ضا بحراني

اي  كه بر روي ترميم ضايعات بحراني  در  مطالعه. دادند مي
ها بر روي  سگ انجام شد قرار دادن اين سلول منديبل

اسكافولد كامپوزيتي پلي كاپرولاكتون به همراه تري كلسيم 
 در مقايسه با سازي را استخوان %63/48ميزان  8فسفات

 ).29(بود نشان داد %27/17 كهگروه كنترل فاقد سلول 
هاي  به سلول  rh-PDGFاضافه نمودن فاكتور رشدي

افزايش قابل توجه ميزان  بنيادي مزانشيمي موجب
. منديبل سگ نشدعات بحراني سازي در ضاي استخوان

هاي  سلول ).30()در گروه كنترل% 27/9در مقابل % 88/15(
لب مطالعات افزايش ميزان بنيادي مزانشيمي نيز در اغ

دادند اما استرومال بودن آنها به  ن ميسازي را نشا استخوان
جاي بنيادي بودن،  مشكلات در انتقال و امكان شسته شدن 

همگي موجب محدوديت در ميزان استخوان تازه  ،از محل
استفاده از . شدند ميتخواني ساخته شده در ضايعات اس

به ي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان هاي بنياد سلول
ن سينوس در آگمنتاسيو HA/TCPهمراه اسكافولد 

اي را نشان داد كه احتمالا به  ماگزيلاري نتايج اميدواركننده
سيون در آگمنتاسيون دليل فراهم بودن محيط امن رژنرا

  ).31(باشد  سينوس فكي مي
ماده مورد  3كه با هر  4رسي نقص گروه در نهايت در بر

پر شده بود نتايج  DBMو  MSC ،PRGF بررسي
 در اين. سازي بود ين ميزان استخواندهنده بيشتر نشان
پس از جراحي  6 سازي در هفته نقص استخوان گروه

 1نسبت به گروه  ،بوده%  21/37، 12 و در هفته% 94/18
 نتايج مطالعه. .)>05/0P( تفاوت آماري معني داري داشت

Ohya  كه تركيب  دادنيز نشان  2005و همكاران  در سال
MSC  وPRGF تئوژنز و حجم در اس نتايج خوبي

 به همراه داردقايسه با استخوان اتولوگ استخواني در م
)32.(  
در مطالعه انجام شده بر روي هيدروكسي آپاتيت نانو به  

همراه سيليكاژل در ضايعات مشابه جمجمه خرگوش و با 
توالي نتايج در گروها مشابه بود هاي درماني مشابه،  هگرو

                                                 
8PCL-TCP 
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ازي در هر گروه نسبت س با اين تفاوت كه  مقدار استخوان
ولي در  . يشتر بودكمي ب DBMبه گروه مشابه و حاوي 

ترميم كامل  ،هفته 12مطالعه حتي پس از دو  هيچ كدام از
در مطالعه انساني كه   .)33(نشد مشاهدهضايعه استخواني 

گانه سلول بنيادي، فاكتور رشدي پلاكتي و اسكافولد  سهبا 
HA/TCP ان م شد ميزبر روي شكاف آلوئول انجا
نسبت به بيماراني  اين ميزان. گزارش شد% 3/51 استخوان

 ،استفاده شده بود اسكافولد - گانه سلولدو براي آنها كه
درمان ماراني كه بوسيله استخوان اتوژن نسبت به بيبيشتر 

  ).34(شده بودند كمتر بود
ت آمده از با توجه به تمام موارد گفته شده و نتايج به دس

هاي  داري بين گروه رسد تفاوت معني به نظر مي اين مطالعه،
هاي بنيادي  شده به وسيله فاكتور رشدي و سلولترميم 

وان وجود دميتراليزه استخمزانشيمي در تركيب با ماتريكس 
 و فاكتور رشد ،هاي بنيادي نداشته، اما تركيب سلول

در نهايت . انجامد نسازي بيشتري مي و به استخوا اسكافولد
استفاده از  رسد مطالعات بيشتري بايد در زمينه يبه نظر م

هاي بنيادي بر روي  فاكتورهاي رشدي به همراه سلول
  .داربست مناسب صورت گيرد

  

  :گيري نتيجه
  

ضلع مثلث مهندسي  3پزشكي رژنراتيو حتي با استفاده از 
راه طولاني براي ) اسكافولد و فاكتور رشدي ،سلول(بافت 

ضايعات استخواني بحراني  در رسيدن به بازسازي كامل 
  .پيش خواهد داشت

  
 :تقدير و تشكر

  
فر به راهنمايي  زرين نامه خانم مهرناز اين مقاله منتج از پايان

 2974به شماره و دكتر آرش خجسته دكتر حسين بهنيا 
مربوط به دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد 

   .باشد بهشتي مي

References 

1. Cavalcanti SC, Pereira CL, Mazzonetto R, de Moraes M, Moreira RW. Histological and 

histomorphometric analyses of calcium phosphate cement in rabbit calvaria.  J Craniomaxillofac 

Surg 2008;36:354-359. 

2. Schroeder  JE, Mosheiff  R. Tissue engineering approaches for bone repair: concepts and evidence. 

Injury 2011;42:609-613.  

3. Khojasteh A, Eslaminejad MB, Nazarian H. Mesenchymal stem cells enhance bone regeneration in 

rat calvarial critical size defects more than platelete-rich plasma. Oral Surg Oral Med Oral Pathol 

Oral Radiol Endod. 2008;106:356-362. 

4. Behnia H, Khojasteh A, Soleimani M, Tehranchi A, Khoshzaban A, Keshel SH, et al. Secondary 

repair of alveolar clefts using human mesenchymal stem cells. Oral Surg Oral Med Oral Pathol 

Oral Radiol Endod 2009;108:e1-6. 

5. Öztürk A, Yetkin H, Memis L, Cila E, Bolukbasi S, Gemalmaz C. Demineralized bone matrix and 

hydroxyapatite/tri-calcium phosphate mixture for bone healing in rats. Int Orthop 2006;30:147-152. 

6. Hoffer MJ, Griffon DJ, Schaeffer DJ, Johnson AL, Thomas MW. Clinical applications of 

demineralized bone matrix: A retrospective and case-matched study of seventy-five dogs. Vet Surg 

2008;37:639–647.  

7. Khojasteh A, Behnia H, Dashti SG, Stevens M. Current trends in mesenchymal stem cell 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 بازسازي نقايص استخواني بوسيله ماتريكس دمينراليزه استخواني / 152

  

  1391 پاييز، 3، شماره 30دوره  مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،

application in bone augmentation: a review of the literature. J Oral Maxillofac Surg 2012;70:972-

982. 

8. Jafarian M, Eslaminejad MB, Khojasteh A, Mashhadi Abbas F, Dehghan MM, Hassanizadeh R, 

Houshmand B. Marrow-derived mesenchymal stem cells-directed bone regeneration in the dog 

mandible: a comparison between biphasic calcium phosphate and natural bone mineral. Oral Surg 

Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2008;105:e14-24. 

9. Schwartz Z, Doukarsky-Marx T, Nasatzky E, Goultschin J, Ranly DM, Greenspan DC, et al. 

Differential effects of bone graft substitutes on regeneration of bone marrow. Clin Oral Implants 

Res 2008;19:1233-1245. 

10. Fagan MC, Miller RE, Lynch SE, Kao RT. Simultaneous augmentation of hard and soft tissues for 

implant site preparation using recombinant human platelet-derived growth factor: a human case 

report. Int J Periodontics Restorative Dent 2008;28:37-43. 

11. Nevins M, Hanratty J, Lynch SE. Clinical results using recombinant human platelet-derived growth 

factor and mineralized freeze-dried bone allograft in periodontal defects. Int J Periodontics 

Restorative Dent 2007;27:421-427. 

12. Ma D, Ren L, Chen F, Liu Y, Zhang J, Xue Z, et al. Reconstruction of rabbit critical-size calvarial 

defects using autologous bone marrow stromal cell sheets. Ann Plast Surg 2010;65:259-265. 

13. Haddad AJ, Peel SA, ClokieCML, Sándor GK. Closure of rabbit calvarial critical-sized defects 

using protective composite allogeneic and alloplastic bone substitutes. J Craniofac Surg 

2006;17:926-934.  

14. Canter HI, Vargel I, Mavili ME. Reconstruction of mandibular defects using autografts combined 

with demineralized bone matrix and cancellous allograft. J Craniofac Surg 2007;18:101-103. 

15. Pieske O, Wittmann A, Zaspel J, Löffler T, Rubenbauer B, Trentzsch H, et al. Autologous bone 

graft versus demineralized bone matrix in internal fixation of ununited long bones. J Trauma 

Manag Outcomes 2009; 3:11-16. 

16. Acarturk TO, Hollinger JO. Commercially available demineralized bone matrix compositions to 

regenerate calvarial critical-sized bone defects. Plast Reconstr Surg 2006;118:862-873. 

17. Lin X, Peña LA, Zamora PO, Campion SL, Takahashi K. Augmentation of demineralized bone 

matrix (DBM) mineralization by a synthetic growth factor mimetic. J Orthop Res 2006;24:2051-

2058. 

18. Qiu QQ, Mendenhall HV, Garlick DS, Connor J. Evaluation of bone regeneration at critical-sized 

calvarial defect by DBM/AM composite. J Biomed Mater Res B Appl Biomater 2007;8:516-523. 

19. Katz JM, Nataraj C, Jaw R, Deigl E, Bursac P. Demineralized bone matrix as an osteoinductive 

biomaterial and in vitro predictors of its biological potential. J Biomed Mater Res B Appl Biomater 

2009;89:12-134. 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 153/همكارانو  دكتر بهنيا

 1391 پاييز، 3، شماره 30دوره  شكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،مجله دانشكده دندانپز

20. Bigham AS, Dehghani SN, Shafiei Z, Torabi Nezhad S. Xenogenic demineralized bone matrix and 

fresh autogenous cortical bone effects on experimental bone healing: radiological, histopathological 

and biomechanical evaluation. J Orthop Traumatol 2008;9:73-80. 

21. Bostrom MP, Seigerman DA. The clinical use of allografts, demineralized bone matrices, synthetic 

bone graft substitutes and osteoinductive growth factors: a survey study. HSS J 2005;1:9-18. 

22. Liu G, Sun J, Li Y, Zhou H, Cui L, Liu W, Cao Y. Evaluation of partially demineralized 

osteoporotic cancellous bone matrix combined with human bone marrow stromal cells for tissue 

engineering: an in vitro and in vivo study. Calcif Tissue Int 2008;83:176-185. 

23. Gurevitch O, Kurkalli BG, Prigozhina T, Kasir J, Gaft A, Slavin S. Reconstruction of cartilage, 

bone and hematopietic microenvironment with demineralized bone matrix and bone marrow cells. 

Stem Cells 2003;21:588-597. 

24. Groeneveld EH, van den Bergh JP, Holzmann P, ten Bruggenkate CM, Tuinzing DB, Burger EH. 

Mineralization processes in demineralized bone matrix grafts in human maxillary sinus floor 

elevations. J Biomed Mater Res 1999;48:393-402. 

25. Block JE, Poser J. Does xenogeneic demineralized bone matrix have clinical utility as a bone graft 

substitute?.Med Hypotheses 1995;45:27-32. 

26. Clokie CM, Moghadam H, Jackson MT, Sandor GK. Closure of critical size defects with allogeneic 

and alloplastic bone substitutes. J Craniofac Surg 2002;13:111-121. 

27. Anitua E, Orive G, Pla R, Roman P, Serrano V, Andįa I. The effects of PRGF on bone regeneration 

and on titanium implant osseointegration in goats: a histologic and histomorphometric study. J 

Biomed Mater Res, 2009; 91A: 158-165. 

28. Vaccaro AR, Stubbs HA, Block JE. Demineralized bone matrix composite grafting for 

posterolateral spinal fusion. Orthopedics 2007;30:567-570. 

29. Khojasteh A, Behnia H, Hosseini FS, Mashhadi Abbas F, Dehghan MM, Abbasnia P. The effect of 

PCL-TCP scaffold loaded with mesenchymal stem cells on vertical bone augmentation in dog 

mandible. J Biomed mater Res Part B 2013. (In Press) 

30. Khojasteh A, Behnia H, Dashti SG, Dehghan MM, Abbasnia P.  The osteregenerative effects oe 

platelet derived growth factor BB co-transplanted with mesenchymal stem cells, loaded on freeze 

dried bone allograft: a pilot study in dog mandible. J Craniomaxillofac Surg 2013, (In Press).  

31. Shayesteh YS, Khojasteh A, Soleimani M, Alikhasi M, Khoshzaban A, Ahmadbeigi N. Sinus 

augmentation using human mesenchymal stem cells loaded into a beta-tricalcium 

phosphate/hydroxyapatite scaffold. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 

2008;106:203-209. 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 بازسازي نقايص استخواني بوسيله ماتريكس دمينراليزه استخواني / 154

  

  1391 پاييز، 3، شماره 30دوره  مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،

32. Ohya M, Yamada Y, Ozawa R, Ito K, Takahashi M, Ueda M. Sinus floor elevation applied tissue-

engineered bone Comparative study between mesenchymal stem cells/platelet-rich plasma (PRP) 

and autogenous bone with PRP complexes in rabbits. Clin Oral Implants Res 2005;16:622-629. 

33. Behnia H, Khojasteh A, Kiani MT, Khoshzaban A, Mashhadi Abbas F, Bashtar M, et al. Bone 

regeneration with a combination of nanocrystalline hydroxyapatite silica gel, platelet-rich growth 

factor, and mesenchymal stem cells: a histologic study in rabbit calvaria. Oral Surg Oral Med Oral 

Pathol Oral Radiol Endod 2013;115(2):e7-e15. 

34. Behnia H, Khojasteh A, Soleimani M, Tehranchi A, Atashi A. Repair of alveolar  cleft defect with 

mesenchymal stem cells and platelet derived growth factors: a preliminary report. J 

Craniomaxillofac Surg 2012;40:2-7.  

 

 
 

www.sid.ir

