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Purpose: To develop a nanofibrous polycaprolacton (PCL) substrate for limbal stem cell (LSC) expansion that 
can serve as a potential alternative substrate to replace human amniotic membrane.  
Methods: The human Limbal stem cells (LSCs) were used to evaluate the biocompatibility of substrates 
(nanofibrous scaffold, and human amniotic membrane) regarding cellular phenotypic profile, viability, 
proliferation, and attachment ability.  
Results: Biocompatibility results indicated that the substrates were highly biocompatible, as LSCs could 
favorably attach and proliferate on the nanofibrous surface. Microscopic figures showed that the human 
LSCs were firmly anchored to the substrates and were able to retain a normal corneal stem cell phenotype. 
Microscopic analyses illustrated that cells infiltrated the nanofibers and successfully formed a three-
dimensional corneal epithelium, which was viable for two weeks. Immunocytochemistry (ICC) and real 
time–PCR results revealed no change in the expression profile of LSCs grown on nanofibrous substrate 
when compared to those grown on human amniotic membrane.  
Conclusion:  Electrospun nanofibrous PCL substrate provides not only a milieu supporting LSCs expansion, 
but also serves as a useful alternative carrier for ocular surface tissue engineering and could be used as an 
alternative substrate to human amniotic membrane. 
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 يجهت بازساز المبيل ياديبن يها سلول يمناسب برا يبستربه عنوان  (PCL)كاپرولاكتون  يپل يبريداربست نانوف يطراح

  چشمه يقرنال يتل ياپ
  

  ۵و دکتر مجيد شمس ۴، دکتر سعيد حيدري کشل٣آزار ، دکتر اسماعيل بي٢، دکتر عليرضا برادران رفيعي١دکتر سيدهاشم درياباري
  

ک ي ـتوانـد   مـي  مبـوس کـه  يل يادي ـبن يها سلولز ير و تمايتکث ،کشت يلاکتون براکاپرو يپل يبريفنانوربست دا يطراح هدف:

  باشد. يک انسانيوتيآمن يغشابراي ن يگزيجا

بـر   )يک انسانيوتيآمن ي، غشايبريفنانو(شبکه  يسازگار ستيز يابيارزمبوس انسان جهت يل ياديبن يها سلول: روش پژوهش

  .ندا استفاده شده يچسبندگ يير و توانايت زنده ماندن، تکثيلپ، قابياساس فنوت

ه و ي ـتجزبرخـوردار بودنـد.    ييبـالا  يبـافت  ين نکته دلالت داشت که همه بسترها از سازگاريبر ا يسازگار ستيزج ينتا :ها يافته

 يبعـد  سه ساختار ليباعث تشک يو به طور قابل توجه يافتهبرها نفوذ يها به داخل نانوف نشان داد که سلول يکروسکوپيل ميتحل

 Real Timeو  يميتوش ـيمونوسايج اي. نتارا نشان دادند. يخوب يستيز يماندگار ،د که در دو هفتهندش هيوم قرنيتل ياپ يها سلول

PCR ک را نشان نداد.يوتيآمن يغشا يو رشد رو يبرينانوف يبسترها يروه يقرن ياديبن يها ان رشد سلولين بيب يتفاوت    

چنـين   و هـم  مبوسيل ياديبن يها سلول يبرا يتيط حمايمح کيشده  يسيالکترور يبريفنانو يمريپل يبسترها گيري: نتيجه

    .باشند ميچشم  يسطحد بافت يتول يک برايوتيآمن يغشا يجان مناسب به يگزيحامل جا

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  

  )۱۳۹۵ (بهار ۳ شماره -۲۱ دوره -بينا پزشكي چشم مجله

 

 ٢٠٠

 ۱۹۹-۲۰۷: ۳، شماره ۲۱؛ دوره ۱۳۹۵پزشکي بينا  مجله چشم.  

 رياباري سيدهاشم د دکترگو:  پاسخ(e-mail: shdarya50@yahoo.com)  

  ۱۳۹۴دي  ۷دريافت مقاله:             ايران -تهران -اله هيبق يدانشگاه علوم پزشک -پزشک چشم - ارياستاد - ۱

  ۱۳۹۴بهمن  ۲۳ تاييد مقاله:    ايران -تهران -يد بهشتيشه يدانشگاه علوم پزشک -چشم مهندسي بافت قاتيمرکز تحق -پزشک چشم -استاد -۲

  رانيا -تنکابن -واحد تنکابن يانشگاه آزاد اسلامد -يپزشک يگروه مهندس -يپزشک يمهندس يدکترا -ارياستاد -۳

  ايران  -تهران -تهران يدانشگاه علوم پزشک -کسيتئومپرو يدکترا -ارياستاد -۴

  نايرا -تهران -يد بهشتيشه يقات چشم دانشگاه علوم پزشکيمرکز تحق -پزشک چشم -هيب قرنيفلوش -۵

 مرکز تحقيقات چشم -٢٣پلاک  -خيابان پايدارفرد (خيابان امير ابراهيمي) -بوستان نهم -پاسداران -تهران  

  

مقدمه

ال ي ـتل ياپ ـ يهـا  د مجدد سلوليتول يعيطب يينايجهت حفظ ب     

 يهـا  هـا در منطقـه سـلول    منبـع سـلول   ت اسـت. يز اهميحاه يقرن

 ونـد ي. درمـان بـا پ  ۱و۲باشـد  مـي  هي ـط قرنيمبوس در محيال ليتل ياپ

که باعـث نقـص    يبيچشم و آس يسطح يها يماريب يمبوس برايل

. در ۳-۵افتـه اسـت  يتوسـعه   ،شـود  مـي  مبـوس يل ياديبن يها سلول

مانـده ممکـن اسـت     يمبـال بـاق  يسلامت بافـت ل  ،طياز شرا يبعض

مبوس جز تظاهرات يل ياديبن يها سلولن رفتن يمحدود باشد. از ب

ل: سـندرم  ي ـچشـم از قب  يسطح يها يماريب از ياريک بسيپاتولوژ

 ي، تومورهـا يو حرارت ـ ييايميش ـ يهـا  يون جانسون، سوختگياست

از  يو بعض ـ يدرمان ب اشعهيک، آسيمونولوژيط ايچشم، شرا يسطح

 يهـا  سـلول و توسـعه   ي. کشـت سـلول  ۶باشـد  مي يارث يها سندرم

از  يرينده جهـت جلـوگ  ياتولوگ از چشم مقابل به طور فزا ياديبن

ونـد  يک کـه در پ ي ـمونولوژيونـد ا ياز خطـر دفـع پ   يکلات ناش ـمش

از  يک ـي. ۷و۸ردي ـگ مـي  مورد اسـتفاده قـرار   ،شود مي جاديآلوگرفت ا

نبـودن حامـل    ،يادي ـبن يهـا  سلولمشکلات عمده همراه با درمان 

 موردنظرده يد بيآسدر بافت  ياديبن يها سلولانتقال  يمناسب برا

انتقـال  ايـن   يبرا يمتفاوت يرهامواد و بستبه همين علت باشد.  مي

د سـطح  يب شـد يدرمـان آس ـ  يبرا .۹-۱۴ش قرار گرفتنديمورد آزما

 يبرا يمتعدد يها حامل ،مبوسيل ياديبن يها سلولچشم و نقص 

هـا بـه چشـم     انتقـال آن  يمبوس و بـرا يل ياديبن يها سلولکشت 

، ۱۵يمـر  يا پل ـي يکلاژن يها ، اسفنجينيبريل چسب فياز قبرنده يگ

ش يآزمـا  ۱۷يک انسـان ي ـوتيآمن يو غشـا  ۱۶کيسـنتت  يها يرم يپل

اسـتاندارد  بـاليني  بستر  يک انسانيوتيآمن ين غشايبن يدر ا .شدند

و ضداسـکار و   يل خواص ضـدالتهاب يم سطح چشم به دليترم يبرا

ــد تول ــض ــت ي ــروق را دارا اس ــام . ۱۷د ع ــا تم ــا ب ــمز يام ــا،  تي ه

مه شفاف بـودن  ين، نييپا يکيشامل: استحکام مکان ييها تيمحدود

ــال ب  ــر انتق ــاريو خط ــا يم ــاز قب ييه ــ، هپاتHIVل ي و  Cو  Bت ي

از  يکــيک وجــود دارد. يــوتيآمن يدر اســتفاده از غشــاس يليفيســ

بــا  يبعــد جــاد شــبکه ســهيا ،بافــت يدر مهندســ يديــکلعوامــل 

ب، تخلخل بـالا و منافـذ   يل: سرعت تخرياز قب يمناسبهاي  ويژگي

سـت  يز يمـر  يپل ـ يهـا  شـبکه ع، شـاي وسته است. به طور يبه هم پ

. در ۱۸و۱۹شـود  مـي  سـاخته  يمتعـدد  يها روشر توسط يپذ بيتخر

 احاطـه  يکس خارج سلوليله ماتريبه وس ها سلول يعيطب يها بافت

تـا   ينـانومتر  يا بـا انـدازه   يک ـيزيسـاختمان ف  يشوند کـه دارا  مي

سـطح   بـا  ک نانو سـاختار متخلخـل  ين يهستند. بنابرا يکرومتريم

مـورد   يع ـيطب يکس خارج سلوليماتر ينيگزيجا يبرا عيوسار يبس

از  ياريبس ـ يکس خـارج سـلول  يماتر يساز هيشب يباشد. برا مي ازين

از  يري ـگ ا بهـره ب يبريساختن شبکه نانوفبراي  يقاتيتحق يها گروه

از مواد  يکي. ۲۰-۲۴کردندتلاش نگ ينيچون الکترواسپهم ييها روش

 PCL)(لاکتون کــاپرو يپل ـ ،بافـت  يپرکـاربرد در مهندس ــ يمـر  يپل ـ

 يها يژگيبا و ريپذ بيتخرسازگار و  ستياستر ز يپلک يباشد که  مي

ــان  يرو ياريقــــات بســــيتحق .۲۵و۲۶اســــت مناســــب يکيمکــ

ر بودن، يپذ بيست تخريل زياز قب ييايل مزايبه دلکاپرولاکتون  يپل

ــهيهز ــا ن ــا يه ــان ييپ ــتفاده آس ــت.    آن ن و اس ــده اس ــام ش انج

 (کـه  يسـت يزاستر بـدون قطعـات فعـال     يپلک يکاپرولاکتون  يپل

ــافتيت در شــرايممکــن اســت باعــث محــدود  ــو يط درون ب د) ش

مرهـا   ين پل ـي ـاز ا يبعـد  سـه  يهـا  د داربسـت يتول يبرا .۲۵و۲۶است

ن يتـر  مهـم از  يک ـي يسيالکتروروجود دارد که  يمتعدد يها روش

ــرا روش ــانوف يهــا داربســتد يــتول يهــا ب  رونــد .باشــد مــي يبرين

 ـ  ييبرهايد نانوفيتواند باعث تول مي يسيرالکترو تـا   ۱۰ن يبا قطـر ب

مـواد   يبعـد  شود. سـاختمان سـه   مناسبهزاران نانومتر با تخلخل 

تواننـد   مـي  برهـا يفنانو، اسـت  يعيار وسيسطح بس يدارا يبرينانوف

کـه باعـث    يکس خـارج سـلول  ين مـاتر ييپروت يه به ساختارهايشب

در  .۲۷-۳۳دعمـل کنن ـ  ،شود مي و عملکرد آن يت از رشد سلوليحما

بـه روش  کـاپرولاکتون   يپل ـ يبرينـانوف  يهـا  داربسـت  ،ن مطالعهيا

کروســکوپ يهــا توســط م ن نمونــهيــند. ادشــ ســاخته يســيالکترور

 يمريپل يبرهاين نانوفيا قرار گرفته و سپس يابيمورد ارز يالکترون

مبـوس  يل ياديبن يها سلولله يبه وسک يوتيآمن ين غشايچن و هم

بـه   C -نيس ـيتومايآغشته بـه م  USSC يها سلولور در حض يانسان
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 ،)SHEM( يال کمک ـي ـتل ياپ يط هورمونيو مح يا هيه تغذيعنوان لا

 يکروسکوپيم ،يمختلف سلول يها يابيد و مورد ارزندش کشت داده

  .گرفتند قرار يزيتمانشانگرهاي  يبررسو 
  

روش پژوهش

  ها داربستو آماده کردن مواد 
ک و ياسـت اسـيد  ، ۰۰۰/۸۰ يبـا وزن مولکـول   کـاپرولاکتون  يپل     

از کـــاپرولاکتون  يپلـــ يک بـــرايـــد فورميســـتم حـــلال اســـيس

ــته ;Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)شــرکت . دســتگاه شــد هي

ن مطالعه مورد استفاده قرار گرفت از شـرکت  يکه در ا يسيالکترور

کـاپرولاکتون در   يپل ـشـد.  فـراهم   )راني ـا-ا (تهرانيآساس ينانو مق

درصـد  ( ک حـل شـد  ي ـد فورمياس -کيد استيدر اس ينيت معظغل

VOL ۷۰:۳۰( ــپس ــول س ــ محل ــاپرولاکتون يپل در  )W/V) %۱۲ ک

منبـع  ک ي و بهک پمپ کنترل يله يکه به وس يا شهيش يها سرنگ

 م بـه نـوک سـوزن سـرنگ متصـل     يک سيق ياز طرکه با ولتاژ بالا 

 ـ يقو يکيالکتردان يمک يط ين شرايدر ا .شد قرار داده ،است ن يب

کـه   يهنگـام  .گـردد  مـي  جـاد يکننده ا و جمع PCL يمريپل محلول

 ـش ولتـاژ بـه مرحلـه    يل افـزا يبه دل يکيالکتردان يم  خـود  يبحران

محلـول   يبر کشش سـطح ک يالکترواستات ي دافعه يروين رسد، مي

لور يشـکل تـا   يمخروطال يجت باردار از سک يمر غلبه کرده و يپل

و متـر   ميلـي  ۱۵با قطر سـوزن   cc۵ د. محلول از سرنگوش مي جاديا

. شـود  مـي  يسياعت الکترورتر در سيل يليک ميع يان مايسرعت جر

 يبرهـا ينانوف شـود.  مـي  نتقـل م سـوزن ) به نـوک  ۷k۲۰( ولتاژ بالا

ق از ي ـد بـه طـور دق  ي ـباشـده   يسيالکترور) (PCL کاپرولاکتون يپل

 يبه مـدت دو روز در دمـا   خلاط يمحها جدا شده و در  کننده جمع

حلال به طـور کامـل جـدا شـوند.      يها اتاق خشک شود تا مولکول

 ,Czech) يکروسکوپ الکترونيله ميبه وس برهايف يمشخصات سطح

VEGA, Tscan, SEM) رنديگ مي قرار يمورد بررس.   
  

  يسلولارزيابي 
 ,Grand Island)مـورد اسـتفاده از    يسـلول  يهـا  همـه کشـت       

My)Invitrogen Gibco از شـرکت   ييايميمواد ش ـ. ندبوده شده يته

ــ ــگما آيس ــج تهيدرل ــدي ــنده ش ــيتوکي. س ــآ ،ين موش ــاد ينت  يب

 ۴۳ن يضـد کانکس ـ  يموش ـ يبـاد  ي: آنت۱۲k و ۳k نيتوکراتيضدسا

ه ي ـته ABcamها از  يباد ير آنتيو سا FITCو  ۶۳P يباد ي، آنتيانسان

 4,6)شــامل  ط کشــتيمحــ.  (UK, Cambridje, ABcam)شــدند

diamidino- 2- Phenylindole) DAPI ه يج تهيگما آلدريبود که از س

  قـه و در معـرض  يدق ۵به مدت  درصد ۷۰ها توسط الکل  نمونه. شد

  

شـدند و سـرانجام سـه بـار بـا       يقه ضـدعفون يده دق يبرا UVاشعه 

 يادي ـبن يهـا  سـلول شستشو شـدند.   (PBS)فسفات  يمحلول بافر

 USSC يهـا  سـلول  يه و روي ـمبـوس ته يل يوپسيمبوس توسط بيل

 يک و بسـترها ي ـوتيآمن يکننده کشت داده و سپس به غشـا  هيتغذ

کننـده،   هيتغذ USSC يها سلوله يته يبرا ،منتقل شدند يبرينانو ف

 يبـرا  Cن يس ـيتومامي متر يليکروگرم در ميم ۴با  USSC يها سلول

درصـد   CO2 ۵گراد و همراه با  يسانتدرجه  ۳۷ يدو ساعت در دما

ط کشـت انتقـال داده شـدند    يمح ـ بـه پس از آن شده و نه يپسيتر

)cell/cm2 ۵ ۱۰ ×۲/۲ .() کـه بعـد از    يمبوس انسـان يل )ميرحاشيه

ران ي ـتوسط بانک چشم ا ،گرفت يه مورد استفاده قرار نميوند قرنيپ

 ۱۰۰ن يليس ـ يپن ـ يکه محتـوا  PBSشده و در محلول  يجمع آور

 B نيس ـيفوترکروگـرم و آم يم ۵۰ن يس ـيمتـر، جنتاما  يليواحد در م

از پـس  شـد.   مـي  دادهشستشـو   اسـت  تريل يليکروگرم در ميم ۵/۲

، ملتحمـه و  ياضـاف صـلبيه  ه، ي ـه، عنبيوم قرنيتل يق اپيبرداشتن دق

حاشـيه   ،يکروسـکوپ جراح ـ ير ملتحمـه بـا اسـتفاده از م   ي ـبافت ز

گراد و مقدار  يسانتدرجه  ۳۷ يدر دما ۲سپاز يمبال در معرض ديل

CO2 ۵ وم برداشـته  يتل يشد. اپ هبه مدت سه ساعت قرار داد درصد

بـه  درصـد   EDTA ۰۲/۰درصـد و   ۲۵/۰ نيپس ـيله تريبه وس ـ ،شده

در  هـا  سلولسپس  .نددش ليمجزا تبد يها سلولقه به يدق ۵مدت 

RPM ۱۰۰۰  قـه  يدق ۵به مدتPelleted    شـده و دوبـاره درSHEM 

 ,Ham’s F12از  يشـامل مقـدار حجـم مسـاو     SHEM ند.دش معلق

DMEM کروگـرم در  يم ۵ن يانسـول  ،درصـد  ۵گاو  نيکه با سرم جن

رشــد عامــل تــر، يل يلــيکروگــرم در ميم ۵ نيتــر، ترانســفريل يلــيم

نـانوگرم   ۴/۸بـا   Aن يتر، توکسيل يليکروگرم در ميم ۵/۲درمال  ياپ

کروگـرم  يم ۵/۰زون يدروکورتي، هدرصد DMSO ۵/۰تر ، يل يليدر م

ر، تـــيل يلـــيکروگـــرم در ميم ۵۰ن يســـيتـــر، جنتامايل يلـــيدر م

 .بـود  5Mm hedeتـر و  يل يليکروگرم در ميم B ۲۵/۱ نيپسيآمفوتر

متـر مربـع    يسلول در سانت ۱۰۴ با تراکم مباليل ياديبن يها سلول

 يط کشت در دماي، محگرفته قرار USSCS هيلا يمحتوا بستر يرو

 قـرار داده درصـد   CO2 ۵درصـد   ۹۵و هـوا  گـراد   درجه سانتي ۳۷

جـاد  ياز اپـس   .يافت ريير روز تغط کشت هر سه تا چهاي. محشدند

 يهـا  سـلول خارج شـده و   USSCS ،درصد ۸۰تا  ۷۰به حدود  تراکم

 يو غشـا  يبريسطح نـانوف  يمبال کشت داده شده به رويل ياديبن

 يابي ـارز يبـرا  يتومتريفلوساهاي  آزمايش .شدند قلتمن کيوتيآمن

مورد اسـتفاده قـرار    ياديبن يها سلول يسطحنشانگرهاي (مارکر) 

 ـ و عبور داده يلونينالتر يرا از ف يوط سلولل. مخرفتندگ ه هـر لولـه   ب

 يهـا  يباد ينتآدر کنار  يمخلوط سلولن يکروگرم از ايم ۱۰۰مقدار 
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  .شد اضافهر يز

 ۱۰۵Anti CD ،۹۰ Anti CD ،۳۴ Anti CD ،۴۵ Anti CD ،۷۳ Anti 

CD  ۳۱و Anti CD.  

راد و در اتـاق  گ ـ يدرجـه سـانت   ۴قه در يدق ۴۵ها به مدت  لوله     

ــتار ــهي ــا ســلول ،و پــس از شستشــو شــدند يدار ک نگ  ۱۰۰در  ه

و  ندشـد د قـرار داده  ي ـک درصـد پـارافورم آلائ  يتر محلول يکروليم

 يادي ـبن يهـا  سلول. گرفت انجام ها آن يرو يتومتريفلوساآزمايش 

 PCLبـر يک و نـانو ف ي ـوتينآم يغشا يسلول رو ۱۰۴با تراکممبال يل

ر و يتکث از نظر يابيروز مورد ارز۱۵ ،۷ ،۳ ازپس و شده  کشت داده

  .  گرفتند قرار MTTز يبا آنال يسلولرشد 
  

  يان ژنيب
 RNA (Fermentas Internationalت استخراج يبا ک RNAتمام      

Burlington Canada) يهـا  از سلول استخراج شدند. نمونه RNA  در

نمونـه  موجود در  DNA يها يقرار گرفتند تا ناخالص DNaseمعرض 

 ;Nano Drop) يله اسپکتروفتومتريبه وس RNAمقدار  ن برود.ياز ب

Thermo. Wilmington) معکـوس   يبردار رونوشت يبرا .شد نييتع

 Revert Aid- first strandت سـنتر  ي ـبا ک RNAکروگرم از کل يم ۲

cDNA (Fermentas International Burlington Canada)  مــورد

 SYBR Premixبـا   real time PCR واکـنش  .گرفـت  اسـتفاده قـرار  

Extaqtm (TAKARA Bio. Ink Japan)   کـه در آنTAqFAST DNA 

دو  DNAتـا   شـد  انجـام  ،شـود  مـي  اسـتفاده  SYBR Geentازمـر  يپل

  شود. ييشناسا يا رشته

  :انجام شد ريواکنش بر اساس برنامه ز

هـا،   ميآنـز  يسـاز  فعـال  يگراد برا يسانتدرجه  ۴۵قه در يدق ۵     

ه دو يون) اوليشدن (دناتوراس باز يبرادرجه  ۹۵ه در يثان ۲۰ سپس

 يقـه در دمـا  يدق ۱و  Annealing يه در دمـا يثان ۴۰و  DNAرشته 

  مرتبـه  ۴۰ا چرخه ين مراحل يکه ا (Extention)(مرحله  درجه ۷۲

 صـورت درجـه   ۷۲در  يينهـا  Extentionتکرار شد و سپس مرحله 

 ذوب در طـول  يل منحن ـيله و تحيشامل تجز ييمرحله نها گرفت.

 Annealing) که بـا مرحلـه   ثانيه ۹۵ .۱۵مراحل دناتوره شدن (در 

 يش پلکـان ي(بـا افـزا   ۹۵تا  يمرحله صعوددقيقه)  ۱درجه و  ۴۰(

 يبـرا  mRNA يهـا  ) دنبال شده است. سـطح گراد درجه سانتي ۳/۰

 Housekeeping Bژن  ن شد و در مقابلييتعش يمورد آزما يها ژن

Actin يسانان Normalize    ۱۰شده و اطلاعات بـه صـورتlog ان ي ـب

 Pصورت گرفت. مقدار  ANOVAبا استفاده از  يآمار يها ليشد. تحل

مـورد   يهـا  سطح ژندار در نظر گرفته شد.  درصد معني ۵تر از  کم

سـه  يمقا Fisher L SDآزمـايش  مختلـف بـا    يهـا  ش در نمونهيآزما

  .گرديد
  

  يميتوشيمنوسايا
غشـاء   يروز کشـت رو  ۱۵از پـس  مبوس يل ياديبن يها سلول     

 ۱۰به مـدت   درصد ۴د ييبر با پارافرمالديک و داربست نانوفيوتيآمن

 ۳ يگـاو ن يبا سـرم آلبـوم  سپس اتاق ثابت شدند.  يقه در دمايدق

 ،اتاق يقه در دمايدق ۳۰به مدت  درصد ۱۰۰X .۳/۰تون يو تردرصد 

در  هـا  سـلول  ،آنانجـام شـد. پـس از     (Blocking)مسدودن کردن 

 ۱۰۰/۱زان ي ـه بـه م ي ـاول يبـاد  يساعت با آنت ۲اتاق به مدت  يدما

۳k ،۱۰۰/۱ ۱۲k ،۱۰۰/۱ ۲ABCG ،۲۵/۱ ۳P6 انکوبـه و  يساز قيرق 

ه مناسـب سـلول بـا    ي ـثانو يبـاد  يبه آنت ـ ،يزيآم شدند. بعد از رنگ

  ثابت شدند. Dapi يط کشت حاويمح

ک و ي ـوتيآمن ياز غشا يکروسکوپ الکترونير ميتصاو، ۱ تصوير     

برها ين اندازه نانوفيانگيدهد. م مي کاپرولاکتون را نشان يبر پلينانوف

ر يشکل کوچک ز يمخروط يک کلونيباشد.  مي نانومتر ۱۰۰حدود 

 يرو ينمونه کشـت سـلول  شود.  مي مشاهده يکروسکوپ الکترونيم

دهنـده   دهـد کـه نشـان    مـي  را نشان يمناسب يبرها چسبندگينانوف

 مـر ين پلي ـا يسلول ين چسبندگيچن و هم يستيز يت سازگاريقابل

    باشد. مي

  

  
نـانومتر   ۱۰۰دهـد. ميـانگين انـدازه نانوفيبرهـا حـدود       کاپرولاکتون را نشان مي تصاوير ميکروسکوپ الکتروني از غشاي آمنيوتيک و نانوفيبر پلي -۱تصوير 

  يوتيک.هاي بنيادي روي غشاي آمن هاي بنيادي روي داربست نانوفيبري، ج: کشت سلول باشد. تصوير الف: داربست نانوفيبري، ب: کشت سلول مي

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


  

  ليمبال بنيادي هاي  سلول براي کاپرولاکتون پلي نانوفيبري داربست طراحي -درياباري هاشم دکتر

 

 
 
٢٠٣

دهد کـه   نمايش ميها  نمونه يبرارا  MTTز يج آنالينتا، ۲ تصوير     

تمـام   يبـرا  ييت زنـده مانـدن بـالا   يو قابل يريپذ ستيک زي جينتا

 ـ يسازگار ستيت زيقابل ،نيدهد. علاوه بر ا مي ها را نشان نمونه ن يب

بر ين نمونـه نـانوف  يچن ـ ک مشابه بـود. هـم  يوتيبرها و غشا آمنينانوف

  مبوس شدند.يل ياديبن هاي سلولتر  شير بيث تکثباع

در  (LSCS)مبـوس  يل يادي ـبن هاي سلول يپ رويوتيکاربررسي      

 هـاي  سـلول پ ي ـوتايروز کشـت، کار  ۱۵انجام شد. بعـد از   ۲پاساژ 

ــبن ــه رو يادي ــانوف  يک ــت ن ــ PCL يبريداربس ــاپرولاکتون  ي(پل ک

Polycaprolactone ،کشت داده شده بودند (xx۴۶ بـود کـه   ي طبيع

پ ي ـوتيکارشـده،   ارزيـابي  هاي سلولن مطلب است که ياکننده  بيان

 هـاي  سـلول پ ي ـمنوفنوتاي): ا۳تصوير ( طبيعي داشتند يکروموزوم

ق يــن داربســت از طريــا يمبــوس کشــت داده شــده رويل ياديــبن

ي سطح يها ژن يآنت يبرا ها سلولشد. همه  يبررس يتومتريفلوسا

۷۳CD ،۹۰CD ،۴۴CD  ۱۰۵وCD يثبـــت بودنـــد. بـــرعکس بـــرا   م 

) ۴تصـوير  بودنـد (  يمنف ـ ۳۴CD ،۳۱CD ،۴۵CD يسطح يها ژن يآنت

  باشد. مي کشت يط ها سلولماندن  ياديانگر بني) که ب۲(جدول 

  

  
براي نمونه نانوفيبري، نانوفيبرها همـراه بـا    MTTنتايج بررسي  -۲تصوير 

  يک.هاي بنيادي و لبه سلولي مغذي و نمونه غشاي آمنيوت سلول

  

  

  

  

  
هاي بنيادي ليمبال کشت داده شده  نتايج بررسي کاريوتايپ سلول -۳تصوير 

، ۱۵هاي بنيـادي در روز   کاپرولاکتون . همه سلول روي سطوح نانوفيبري پلي

  دهند. طبيعي را نشان مي XX۴۶کاريوتايپ 

ــراي  آزمــايش فلوســايتومتري ســلول -۴تصــوير  هــاي بنيــادي ليمبــال ب

، ۷۳CD ،۹۰CDهاي سـطحي   ژن ها براي آنتي همه سلول حي.نشانگرهاي سط

۴۴CD  ۱۰۵وCD    ۳۴هـاي سـطحي    ژن مثبت بودند. بـرعکس بـراي آنتـيCD ،

۳۱CD ،۴۵CD منفي بودند.  

  

، ۶۳P يمارکرهـا  يبـرا  يميتوش ـيمنوسياتحليـل  ک ين يچن هم     

۲ABCG ،۱۲/۳KRT قـرار گرفـت.    يل و بررسيمورد تحلGAPDM   بـه

 ـي ـ. سطح بشداستفاده  يداخل عنوان کنترل  ۳ABCGو  ۶۳P يان ژن

هماننـد   يبريکسان و مشابه بود اما داربست نانوفيها  در تمام نمونه

 ـيب USSCکننده  هيه تغذيلا  يرا نداشـتند در حـال   ۱۲/۳KRT يان ژن

روز کشت بـالا بـود    ۱۵ک بعد از يوتيدر غشاء آمن يان ژنين بيکه ا

مربوط بـه روز هفـتم در    ۲ABCG يان ژنين بيبالاتر ).۶و ۵تصاوير (

بـود.   (LSCs/ AM)مبوس يل ياديبن هاي سلولک/ يوتيگروه غشا آمن

 USSCه يه لايباً شبيتقر يبريدر داربست نانوف ۲ABCGان ياگر چه ب

 هـاي  سـلول از رشـد   ينشـانه ارزشـمند   ،۲ABCGان مثبـت  ي ـ. ببود
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 ٢٠٤

ط يدر مح ـ ۲ABCGان ژن ي ـسطح ب ،کشت ۱۵است. در روز  ياديبن

ان ي ـسـطح ب  ۱۵ن مقـدار بـود. در روز   يبـالاتر  LSCS/ USSCت کش

۲ABCG اسـت کـه    ين معن ـيش داشت که بـد يها افزا گروه در تمام

هنوز  يعنيباشند ( ي ميزيرتمايهنوز در مرحله غ ياديبن هاي سلول

دا يز پيه تمايال قرنيتل ياپ هاي سلولمبوس به يل ياديبن هاي سلول

از  يا نشانه ۶۳P. ژن )شود مي بمحسو يت خوبين مزينکردند که ا

 ـي ـمبوس اسـت. در روز هفـتم مقـدار ب   يل ياديبن هاي سلول  يان ژن

۶۳P  در گروهLSCS/ USSC ش يک افـزا ي ـ ۱۵ن بـود. در روز  يبالاتر

کـه در   يوجود داشت در حال LSCS/ USSCدر گروه  ۶۳P يان ژنيب

ن در يچن ـ مشاهده شد. هـم  ۶۳P يان ژنيکاهش ب LSCs/ AMگروه 

 ـيش بيز افزاين LSCSبر/ يه داربست نانوفگرو مشـاهده شـد.    يان ژن

ال ي ـتل ياپ ـ هـاي  سـلول از وجود  يا نشانه ۱۲KRTو  ۳KRTان ژن يب

 نـد بود يمنف ۱۵و  ۷در روز  نشانگرهان يباشند که ا مي افتهيز يتما

ــروه   ــا در گ ــزا LSCs/ AMام ــش بياف ــاي  ۳و  ۱۲ن يتوکراتيان س

مبوس کـه  يل ياديبن هاي سلول ز دريدهنده شروع مرحله تما نشان

  .، بودک کشت داده شدنديوتيغشاء آمن يرو

  

  
(الف) ،  USSCهاي بنيادي ليمبال بعد از کشت روي لايه تغذيه دهنده  براي سلول NCو کنترل منفي  ۱۲/۳KRT ،۲ABCG ،۶۳Pايمنوسيتوشيمي  -۵تصوير 

  داربست نانوفيبري (ب) و غشاي آمنيوتيک (ج).

  

  

  
  روز(ب) . ۱۵(الف) و  ۷و داربست نانوفيبري پليمري بعد از  USSCدهنده  در غشاي آمنيوتيک، لايه تغذيه ۱۲/۳KRT ،۲ABCG ،۶۳Pسطح بيان  -۶تصوير 
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منسـجم و   يشـکل  ييعدم توانـا  ي،درمان از مشکلات سلول يکي     

کــه اســتفاده از  اســت انتقــال يمناســب بــرا ين بســتريچنــ هــم

 يبافت چشم يدر حوزه بازساز .باشد مي ها از روش يکيها  داربست

از  يري ـگ با بهـره شود  تلاش ميوجود دارد که  ين مشکلاتيز چنين

 هـاي  سلولاز  يريگ بهرهحل شوند. هوشمند  يها و بسترها داربست

ه ي ـرا ارا ينيتوانـد راهکـار نـو    ي مـي در حل معضلات چشم ياديبن

کـار محققـان    در دسـتور  يادي ـبن هاي سلولاستفاده از انواع  .دهد

از داربست و سلول بتواننـد   يريگ قرار گرفته است که با بهره ياديز

 .ع بخشـند يرا تسـر  يده چشـم ي ـد بيآس يها بافت يند بازسازيفرا

و  يدي ـآم يپل ـ يمـر يهولان و همکاران نشان دادند که داربسـت پل 

ال ي ـتل يبافـت اپ ـ  يبازساز ييمبال توانايل ياديبن هاي سلولکشت 

ن يچن ـ هـم  همکـاران و  تاندون و. ۳۴و۳۵خواهد داشته چشم را يقرن

 هـاي  سـلول کـاپرولاکتون و   ياز جـنس پل ـ  يز بسـتر ين گروه شارما

کار بردند که ه ه چشم بيال قرنيتل يبافت اپ يبازساز يرا برا ياديبن

. در ۲۴و۳۶را نشـان داد  يمطلـوب  يهـا  يژگ ـيز وي ـن يمرين بستر پليا

عملکـرد   و يطراح ـ ي،رولاکتونکاپ يپل يبرهايمطالعه گروه ما، نانوف

مبـال بـا کمـک    يل يادي ـبن هـاي  سـلول ز ين نوع داربست در تمـا يا

ن مطالعـه  ياز ا يج خوبيکه نتاشدند  يبررس USSC يمغذ يسلوها

هـاي   پيشـين، بررسـي   يها ج گروهيسه با نتايدر مقا .ديحاصل گرد

 ـي ـ، بيو رشـد سـلول   يچسـبندگ مانند ارزيـابي   يتر شيب و  يان ژن

ج يصورت گرفـت کـه نتـا    يمغذ يها از سلول يريگ هرهن بيچن هم

 يمغـذ  هـاي  سلولو  يبرين مطلب است که داربست نانوفيانگر ايب

 ـي زيتمـا  ييتوانا  يبرهـا ينانوف يريرا نسـبت بـه بکـارگ    يتـر  شيب

  دهند.   مي به عنوان داربست نشان يمريپل

  

  گيري نتيجه
ــا نشــان داد کــه       بســتر  In vitroط يدر محــ LSCS مطالعــه م

پس  ها سلولن يدهد. ا مي ز را نشانير و تمايتکث ييتوانا ي،برينانوف

ط يو انتقـال آن بـه مح ـ   USSCکننـده   هي ـط تغذيمح ياز کشت رو

ــانوف ــودن  ياديــ، مشخصــات و تظــاهرات بنPCL يبريداربســت ن ب

 ،سـتم کشـت  ين سي ـا رسـد  به نظر ميند. ينما مي حفظ را ها سلول

د باشـد. ي ـمبوس مفيل ياديبن هاي سلولکشت  ينيکاربرد بال يبرا

  

  هاي بنيادي ليمبال نشانگرهاي سطحي سلول بنيادي براي سلول - ۱جدول 

  
  

  

  مريپرا يها يتوال - ۲جدول 
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