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Purpose: The aim was to examine morphologic alterations of cultured human retinal pigment epithelial 
(ahRPE) cells when encapsulated with different concentrations of fibrin glue and platelet gel.  
Methods: The cultivated ahRPE cells were encapsulated with 84mg/dl concentrations of Fibrin glue and then 
evaluated for morphological changes.  
Results: The cultured ahRPE cells demonstrated dendritiform morphology in early days of encapsulation 
with FG scaffold. However, after digestion of Fibrin glue, epithelial morphology was again dominant. 
Electron microscopic result revealed the interconnection between the cell and three-dimensional scaffold. 
Conclusion: Based on this study, the interconnection between the RPE cells and Fibrin scaffold led to 
morphological changes in the RPE cells, which was observed in the first days. However, after Fibrin 
digestion, the epithelioid morphology was again dominant. 
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  چشم انسان  (RPE)اي شبكيه  تليوم رنگدانه اپي يها سلول يكيمورفولوژرات ييبر تغ ينيبرياثر چسب ف يبررس
  

  .٧يري، بهاره خ۶يرا کرمي، سم۵زادهيبان علشع، دکتر ۴دکتر مسعود سليماني، ٣ي، رسول دباغ٢يسحر بالاقلدکتر ، ١يکنو ييدکتر مژگان رضا
  

    .ينيبريانکپسوله شده با چسب ف RPE يها سلول يمورفولوژرات ييتغ يبررس :هدف

ط مناسب کشت داده شـدند. سـپس   ياز چشم استخراج شده و در مح RPE يها حاضر، سلول يدر مطالعه تجرب روش پژوهش:

  قرار گرفتند.   يمورد بررس يمورفولوژرات ييشده و از نظر تغ انکپسوله ،mg/dl ۸۴با غلظت  ينيبريچسب فتوسط 

بـه مـرور    يول کند ينخست القا م يفرم را در روزها يدندرتشکل  ،ينيبرينشان داد چسب ف يکروسکوپيم يها يبررس :ها افتهي

 ـکروسـکوپ الکت يم يهـا  يبررس .شود يم غالب يدييويتلياپشکل مجددا  ينيبريزمان و پس از هضم بستر ف دهنـده   نشـان  يرون

   .بود يبعد ن سلول و بستر سهيجاد اتصالات بيا

 يشـود کـه در روزهـا    يم ـ RPE يهـا  در سـلول  يمورفولوژرات ييمنجر به تغ ينيبرين سلول و بستر فياتصالات ب :يريگ جهينت

  شود.  يم بغال يدييويتلياپ يمورفولوژدوباره  ينيبريپس از هضم بستر ف ،تيدر نها ينخست قابل مشاهده است ول

 ۲۶۴-۲۶۸ :٤، شماره ٢٢؛ دوره ١٣٩٦پزشکي بينا  مجله چشم.   

  

 سحر بالاقلي دکتر  گو: پاسخ(e-mail: sahar_balagholi@yahoo.com)           :۱۳۹۵ اسفند ۱۵دريافت مقاله  

  ۱۳۹۶ فروردين ۲۰تاييد مقاله:       راناي -تهران -دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي -مرکز تحقيقات مهندسي بافت چشم -پزشک چشم -دانشيار -۱

  ايران -تهران -دانشگاه علوم پزشکي تهران -دانشکده پيراپزشکي -گروه هماتولوژي -شناسي آزمايشگاهي و بانک خون دکتراي خون -۲

    ايران  -تهران -دانشگاه تربيت مدرس -دانشکده علوم پزشکي -گروه هماتولوژي -شناسي آزمايشگاهي و بانک خون خون کارشناس ارشد -۳
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مقدمه

علاوه بر کاربرد مرسوم خـود در   ينيبريچسب ف يورده خونآفر     

طـه  يدرح يع ـيطب يمرهـا يامـروزه بـه عنـوان پل    ،طب انتقال خون

ن ي ـا ،ت متعـدد . در مطالعـا ۱داردبافت مورد توجـه قـرار    يمهندس

و  قـرار گرفتـه  استفاده مورد  يبعد سه يبه عنوان بسترها ،محصول

ن يبـرونکت ياز ف يري ـر متغيثابت شده کـه بـه واسـطه وجـود مقـاد     

TGFb, bFGF, PDGF, ILG, EGF, VEGF ز و مهاجرت يدر رشد، تما

 (Scaffold) يبسـترها  .۱کنـد  يم ـ اعمـال  يرات مثبت ـيها تـاث  سلول

 يسـازگار  ستيو ز يريپذ بيست تخريز يژگيوبا توجه به  ينيبريف

ار مـورد توجـه قـرار    يبس ـ يـي و دارو يسـلول  يهـا  به عنوان حامـل 

سـتم  يکـه در س  اسـت  در خـون  ينييپروت ،نوژنيبريف. ۲و۳اند گرفته

بسـتر  کند. امروزه ثابت شده که  يم فايا يار مهمينقش بس يانعقاد

بـه ترشـح    کي ـها را تحر سلول ،ط زخميجاد شده در محيا ينيبريف

 يسـلول  کس خـارج يجـاد مـاتر  يکند و تا ا يم يسلول کس خارجيماتر

نشان داد که  يژگين ويا .ها را به عهده دارد ت از سلوليفه حمايوظ

 يهـا  بافت و درمـان  يدر مهندس ييت بالايظرف ين محصول خونيا

  .۴اکننده داردياح

ــه      ــا در ده ــاخ يه ــان  ،ري ــاربرد درم ــا ک ــده در ياح يه اکنن

 ـي ـدر ااسـت.   افتـه يز رواج ي ـن يزشکپ چشم  يهـا  ن از سـلول ين ب

کـه در   Retinal pigmented epithelium (RPE) هيشبک يا رنگدانه

به  ،دارند ياتينقش ح يينايب يها کليبرد س شيه و پيانسجام شبک

ه اسـتفاده شـده   يکننده شـبک  بيتخر يها يماريوند در بيمنظور پ

ح و بـه  يصـح  يريم جـاگ عـد ماننـد   ي. با توجه به مشکلات۵و۶است

رسـد کـه    يم ـ به نظـر  ،ونديها از محل پ ن سلوليدنبال آن نشت ا

ح و يصـح  يريکـه منجـر بـه جـاگ     يبعـد  سه ياستفاده از بسترها

به  يا رکنندهادويج اميتواند نتا يم شود يم ها ن سلوليا يچسبندگ

  .۷و۸همراه داشته باشد

 ينيبريچسب ف يل بالاين مطالعه با در نظر گرفتن پتانسيدر ا     

در  RPE يهـا  ابتدا سـلول  ،ونديسلول بعد از پ يها يژگيدر حفظ و

هـا از   ن سـلول يسپس ا .کشت داده شدند ينيبريمجاورت چسب ف

  گرفتند.   قرار يمورد بررس يمورفولوژرات يينظر تغ

  

  

 روش پژوهش
 RPE يها کشت سلول

و ه ي ـران تهي ـا ياسلام يدو گلوب چشم از بانک چشم جمهور     

ک يغ از وسط چشم يبا تشدند که ز قرار داده يا گاز تميت يپل يرو

شد تا بافت ايجاد عمودي گر يبرش دبر برش قبلي  و يبرش عمود

 ياه رنـگ حـاو  يس ـ يهـا  چشم به صورت چهار پر باز شود. قسمت

 درصـد  ۲سـپاز  يم ديبا پنس جـدا شـده و در آنـز    ،RPE يها سلول

(Gibco, Invitrogen corporation, Japan) محلول ندقرار داده شد .

ک ساعت در انکوباتور قـرار  يسپاز و بافت مربوطه به مدت يد يحاو

فوژ يم سـانتر يسلول و آنـز  يمحلول حاو ،ن مدتيبعد از ا .داده شد

 يکـه حـاو   ۲۵Tفوژ بـه فلاسـک   ي. رسوب حاصـل از سـانتر  گرديد

(Sigma-Aldrich, Munich, Germany) ۱۲DMEM/F  و(GIBCO-

BRL, Eggenstein, Germany) ۲۰   درصـدFBS باشـد منتقـل    يم ـ

 .انکوبه شددرصد  CO2 ۵گراد و  يدرجه سانت ۳۷ يو در دماگرديد 

 صورت گرفت.  ۳-۵ يپاساژها RPEيها سلول يرو ها آزمايشه يکل
  

   ينيبريساخت چسب ف
با هم  )شوند ه ميياز انتقال خون تهکه (و يسه کرايتعداد سه ک     

). mg/dl ۴۲۰ه: ي ـاولمخـزن  ( شـدند  ن غلظـت ييمخلوط شده و تع

. بـه منظـور   گرديـد ه يته ياصل )استوکمخزن (از  mg/dl ۸۴رقت 

ه ي ـته ياز پلاسـما حاصل شـده  ن ياز ترومب ،ينيبريجاد چسب فيا

نـد  يک بودن فرآينزدبراي  .شد استفاده شده از سازمان انتقال خون

ورت عمـل مجـا   ،در بـدن  يع ـيبه حالـت طب  ينيبريجاد چسب فيا

درجـه   ۳۷ يدر دما ينيبريمختلف چسب ف يها ن با غلظتيترومب

  .صورت گرفتگراد  يسانت
  

   ينيبريبا چسب ف RPE يانکپسوله کردن سلول ها
حجـم   ۵ ،ين ـيبريها با چسب ف به منظور انکپسوله شدن سلول     

حجـم  ۱ن ويحجم ترومب ۲به  RPE عدد سلول ۱۰۰۰۰ يو حاويکرا

  .اضافه شد mmol/ml ۴۰د يم کلرايکلس
  

  کروسکوپ معکوسيم يها يبررس
  در فواصـل  ين ـيبريانکپسوله شده بـا چسـب ف   RPE يها سلول     
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ــان ــوژرات ييــروز از نظــر تغ ۵و  ۳، ۱ يزم ــا اســتفاده از  يمورفول ب

  قرار گرفتند.   يمورد بررس ۷۱Olympus IXکروسکوپ معکوس يم
  

   يماکروسکوپ يها يبررس
بررسـي  روزه  ۵و۳و۱در فواصـل   ،ين ـيبريند هضم بسـتر ف يفرا     

  صورت گرفت.  يربرداريو تصو گرديد
  

   يکروسکوپ الکترونيم
کروســکوپ يم يربرداريتصــو يهــا بــرا نمونــه يســاز آمــادهدر      

بار و هـر بـار    ۳و هر چاهک  هيتخل يات سلوليابتدا محتو، يالکترون

 ۲هـا بـه مـدت     سـپس سـلول   .شد شسته PBSقه با يدق ۵به مدت 

بـه   ،. در مرحلـه بعـد  گرديد مجاور درصد ۵/۲د يبا گلوتارده ساعت

قـه در معـرض   يدق ۱۰هر چاهک به مدت  ،ها سلول يريمنظور آبگ

از . پس گرفت قرار ۱۰۰و  ۹۰و  ۸۰و  ۶۰و  ۵۰ يها اتانول با درصد

 ـ يبـا م  يربرداريتصو يها برا نمونهآن،  -KYKY يکروسـکوپ الکترون

EM3200 شدند ارسال  .  

  

ها يافته

   ينيبريساخت چسب ف
م ياز پلاسـما و کلس ـ حاصل شده ن يو و ترومبيبا استفاده از کرا     

در  mg/dl ۸۴غلظـت   يبه طور متوسـط بـرا   mmol/ml ۴۰د يکلرا

در  ين ـيبرياز چسـب ف  يقـه بسـتر منسـجم   يدق ۲۱/۳ مدت زمـان 

 يبعـد  ن ساختار سـه يد؛ قطر اش جاديگراد ا يدرجه سانت ۳۷ يدما

  .بودتر م يليم ۵/۲-۳ن يب
  

   RPE هاي کشت و تاييد ماهيت سلول
بـا منشـا انسـاني روي سـطوح ظـروف کشـت        RPEهاي  سلول     

تليوييـــدي و  اپـــي ســـلولي متصـــل شـــده و مورفولـــوژي شـــبه

ها داراي توانايي مهاجرت روي  فيبروبلاستي داشتند. اين سلول شبه

سطوح دوبعدي بودنـد. نتـايج حاصـل از تسـت ايمونوسايتوشـيمي      

  ها بود. و تاييد ماهيت اين سلول ۶۵RPEدهنده بيان مارکر  نشان
  

  هاي ميکروسکوپ معکوس ارزيابي
در حالـت طبيعـي در محـيط کشـت از نظـر       RPEهـاي   سلول     

تليوييـدي،   اپي مورفولوژي ناهمگون (هتروژن) بوده و به اشکال شبه

شـوند. در تيمارهـاي    فيبروبلاسـتي تقسـيم مـي    عصبي و شـبه  شبه

صورت گرفته با چسب فيبرينـي در روزهـاي نخسـت، مورفولـوژي     

ي تليوييـد  اپـي  عصبي و در روزهاي انتهـايي، مورفولـوژي شـبه    شبه

هاي انکپسوله شـده بـا چسـب     غالب شدند. تصاوير مربوط به سلول

هاي مذکور به مرور زمـان از حالـت    فيبريني، نشان دادند که سلول

عصبي در بسـتر   گرد (انکپسوله) به مورفولوژي دندريتي فرم يا شبه

بعدي به سـطح   بعدي تغيير حالت داده و پس از هضم بستر سه سه

مهاجرت نمودنـد و بـه ايـن ترتيـب     دوبعدي فلاسک کشت سلولي 

هـاي گـروه شـاهد در     در سلول تليوييدي غالب شد. مورفولوژي اپي

  تليوييدي غالب بود. اپي )مورفولوژيشکل (، ۵و  ۳، ۱روزهاي 
  

  هاي حاصل از ميکروسکوپ الکتروني  بررسي
هـاي ميکروسـکوپ الکترونـي در روز     تصاوير حاصل از بررسـي      

 RPEهاي انکپسوله شده  د اتصالات بين سلولدهنده ايجا سوم نشان

  بعدي فيبريني بود. و بستر سه
  

  هاي ماکروسکوپي  ارزيابي
در  mg/dl ۸۴چسب فيبريني بدون مواد پايدارکننده در غلظت      

به طور کامل هضم شـد و   RPEهاي  روز توسط سلول ۵مدت زمان 

  بقاياي فيبريني در ظروف کشت قابل مشاهده بود.

  
  

    
بـه طـور    mg/dl ۸۴قطر بستر فيبرينـي ايجـاد شـده در غلظـت      -۱تصوير 

 باشد. تر ميم ميلي ۵/۲-۳متوسط بين 

مثبـت هسـتند    ۶۵RPEاز نظـر بيـان مارکرهـاي     RPEهاي  سلول -۲تصوير 

FITC(A),DAPI(B) ــلول ــن سـ ــوژي    . ايـ ــت مورفولـ ــيط کشـ ــا در محـ هـ

  (c)فيبروبلاستي دارند.  تليوييدي و شبه اپي شبه
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سپس تا روز سوم مورفولوژي دندريتيک فرم غالب  (A)در روز صفر به حالت گرد انکپسوله شدند  RPEهاي  سلول -۳تصوير 

. در (C)تليوييـدي غالـب شـد     اپـي  و به مرور زمان و پس از هضـم بسـتر فيبرينـي در روز پـنجم مورفولـوژي شـبه       (B)بود 

 تليوييدي غالب بود. اپي لوژي شبهمورفو، ۵و  ۳، ۱هاي گروه شاهد در روزهاي  سلول

  

  
،  (B)، روز يـک   (A). روز صفر  RPEهاي  توسط سلول mg/dl ۸۴با غلظت  هضم مرحله به مرحله چسب فيبريني -۴تصوير 

 (D)، روز پنج (C)روز سه

  

  

  

  
  دهنده ارتباطات بين سلول و بستر فيبريني بود. تصاوير نشان -۵تصوير 

  
  

بحث

ايج حاصل از تصاوير ميکروسکوپ الکتروني و معکوس نشـان  نت     

در تعامل با بستر فيبريني اسـکلت سـلولي    RPEهاي  داد که سلول

شـود.   خود را تغيير مي دهند که به شکل دندريتي فرم نمايان مـي 

هـاي   رسـد بـا توجـه بـه وجـود اتصـال       خصوص به نظر مياين در 

موجود در  RGDي مانند (ليگاندهاي) اينتگرين در بسترهاي فيبرين

فيبــرونکتين، لامينــين، ويتــرونکتين القــاي ايــن نــوع مورفولــوژي 

تواند در اثر تجمع موضعي (لوکاليزه شدن) اينتگرين در غشـاي   مي

و به دنبال آن تغيير اسکلت سلولي باشد و بـه ايـن    RPEهاي  سلول

بعـدي و در همـه جهـات بـا چسـب       علت که سلول بـه شـکل سـه   

شود.  تباط است، به شکل دندريتيک فرم مشاهده ميفيبريني در ار

ها، عامل اصلي اتصال سلول به ماتريکس خارج سلولي مي اينتگرين

هاي عصبي در برخـورد بـا مـاتريکس     باشند و اين گيرنده در سلول

بــه طــور موضــعي بيــان شــده و مســيرهاي  (ECM)خــارج ســلولي

اسـکلت   برند کـه منجـر بـه تغييـر     سيگنالي را در جهتي پيش مي

. ۹شـود  هاي عصـبي مـي   ي سلول ها سلولي و رشد اکسون و دندريت

ــه  ــلول  Anderson DHمطالع ــه س ــان داد ک ــاي  نش ــان  RPEه بي

کنند  را در سطح غشاي سلول متمرکز مي β1هاي اينتگرين  گيرنده

هاي چسبندگي مانند فيبرونکتين و  و ارتباط اين گيرنده با مولکول

برنـد کـه بـه     را در جهتي پيش مـي فيبرينوژن مسيرهاي سيگنالي 

ها را باعث  گيري ميکروويلي تغيير اسکلت سلولي منجر شده و شکل

هاي طبيعـي،   در حالت RPEهاي  ها در سلول . ميکروويلي۱۰شود مي
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هـا   هاي گيرنده نوري را احاطه نمـوده و از ايـن طريـق بـا آن     سلول

هـا   ن سلولها سطح تماس اي کنند. اين ميکروويلي ارتباط برقرار مي

  .۱۱دهند برابر افزايش مي ۳۰را تا 

هـا، اهميـت اتصـال مجـدد      نکته مهم ديگر در مورد اينتگـرين      

باشد که وابسته به بيان اين گيرنده  بعد از پيوند مي RPEهاي  سلول

هـا   بوده به طوري که تاخير در اتصال مجدد، با آپوپتوز ايـن سـلول  

کننـده شـبکيه، معمـولا     ريبهاي تخ همراه است؛ در زمينه بيماري

هـاي   لايه بروکس نيز آسيب ديده است. با توجه بـه وجـود اتصـال   

توان انتظار داشت که  اينتگرين در چسب فيبريني و ژل پلاکتي مي

بعدي مانند پل عمـل کـرده و بـه افـزايش بيـان       اين بسترهاي سه

ــه لايــه بــروکس   اينتگــرين و در نتيجــه افــزايش اتصــال ســلول ب

نشـان داد کـه نشـانه اصـلي      Heller JPدر ايـن رابطـه    انجامـد.  مي

بعدي و در نتيجه تغيير لايـه   ، تغيير در ماتريکس سهAMDبيماري 

باشــد کــه منجــر بــه کــاهش ليگانــدهاي اينتگــرين   بــروکس مــي

کننـده ليگانـدهاي    . بنابراين اسـتفاده از بسـترهاي بيـان   ۱۲شود مي

است. در اين رابطـه   کننده اينتگرين در اين گونه موارد بسيار کمک

توانــد در تاييــد ايــن  بررســي بيــان ژن و پــروتيين اينتگــرين مــي

  کننده باشد.   مشاهدات کمک

  

  گيري نتيجه
دهد  تغييرات مورفولوژي مشاهده شده در اين مطالعه نشان مي     

هاي چسـب فيبرينـي ارتبـاط     هاي انکپسوله شده با رشته که سلول

هـا و   تانسيل ايجاد پل بـين سـلول  کنند و اين محصول، پ برقرار مي

هـا از   توانـد از نشـت و خـروج سـلول     لايه بروکس را داراست و مـي 

ناحيه پيوند جلوگيري نمايد، بنـابراين اثبـات ايـن قضـيه نيـاز بـه       

  تر دارد.  مطالعات بيش
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