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  چكيده
 رفتار بيولوژيك و ،])Bone Substitute Material] BSM(جايگزين استخوان مواد   انواععامل مهم تعيين كننده در موفقيت :سابقه و هدف

هاي استخواني صورت ارزيابي مورفولوژي، نرخ بقا و ميزان پروليفراسيون و همچنين ميزان فعاليته باشد كه باين مواد مي لوژيكهيستو
بر نرخ بقا و  Bio-oss  و Totudentاين تحقيق با هدف بررسي و مقايسه تاثير دو ماده . گيردميهاي استئوژني دندان مورد توجه قرار سلول

  . شد  انجامin vitro بصورت Saos-2هاي شبه استخواني ين فعاليت آلكالين فسفاتازي سلولتكثير و همچن

  بر رده  Bio-oss و Totudent   بر روي اثر دو نوع ماده پيوند استخوان  in vitro اين تحقيق به روش تجربي و بصورت : بررسي روش
 تكرار 12كه از هر گروه شاهد بررسي شدند و گروه تجربي و گروه شامل د سه گروه. انجام شد  saos-2هاي شبه استخوان سلول

   .بررسي فعاليت آنزيمي آلكالين فسفاتاز گرديد وMTT كشت اقدام به تعيين نرخ بقاي سلولي با تست  15در روز  .انتخاب گرديد
داري كاهش طور معنيه بشاهد ه با گروه  در مقايسTotudentو  Bio-ossهاي آن در گروهدر مورد نرخ بقاي سلولي، ميزان : هايافته

از لحاظ مورفولوژي كروي شكل، بيشترين تعداد در .  بودBio-ossداري بالاتر از طور معنيه  بTotudentاين ميزان در  .پيدا كرده بود
 ).p>001/0 (بود ردا مشاهده شد كه اين اختلاف به لحاظ آماري معنيTotudent وشاهد  و سپس به ترتيب در Bio-ossهاي نمونه

   . از دو گروه ديگر بيشتر بودTotudentميزان فعاليت آلكالين فسفاتاز  گروه 
  نتايج سلولي و مولكولي بهتري را درمحيط كشت در واكنش با ماده پيوند استخوانSaos-2استخواني هاي شبه سلول: گيرينتيجه

Totudent در مقايسه با Bio-oss هستندتري برخوردار  خواص بيولوژيكي مناسب خود نشان داده و از  از.  
  . ، نرخ بقا، آلكالين فسفاتاز saos-2مواد جايگزين استخوان، رده سلولي  :واژگان كليدي
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بـاليني  هـاي   عنوان موادي با بيشترين سازگاري بافتي در جراحي       
گرچـه پيونـدهاي اسـتخواني اتـوژن  بـه لحـاظ             . قابل قبول بـود   

 ـگردترين حالت محسوب مي   آلخصوصيات استئوژني ايده   د، امـا   ن
ار انـداختن عـضو     مشكلاتي مثل مرگ و مير سايت دهنده و از ك         

هايي مواجه  پيوند شده اتوژن، استفاده از اين روش را با محدوديت         
انواع باليني   امروزه گزارشات مختلفي در مورد كاربرد        .)1( كندمي

مواد جايگزين اسـتخوان منتـشر شـده اسـت كـه نـشان دهنـده            
- 4(باشد  اين مواد در علم دندانپزشكي مي     باليني  موفقيت كاربرد   
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 د مـشتق از انـسان، گـاو،       ن ـتوان مـي  يهاي استخوان فتااين گر ). 2
). 6،  5،  3،  2( دنمواد كاملا سنتتيك باش ـ    و يا ) بيولوژيك(گياهان  

 خواص فيزيكي و شـيميايي        بستگي به   BSMموفقيت در كاربرد    
و نـرخ بقـاي    اين مواد داشته كه به صـورت مورفولـوژي و تكثيـر        

مواد جايگزين ). 7- 10، 1 (ارزيابي مي شود هاي استئوژنيك سلول
استخوان از نظر خواص فيزيكي و شـيميايي بـه خـوبي توصـيف              

هاي استخواني در هنگام مواجهه  ولي به لحاظ رشد سلول،اندشده
و همچنين مقايسه مواد مختلف با هم        Biocompatibilityبا آنها،   

تـاكنون مطالعـات مختلـف       .انـد كمتر مورد بررسـي قـرار گرفتـه       
  صورت پذيرفتـه   BSMمحيطي در رابطه با رفتار بيولوژيكي انواع        

 ).7- 11(متفاوتي هم گزارش شده است  و نتايج

Osseintegration           مواد جايگزين اسـتخوان بـستگي بـه فعاليـت 
ــل ــا ولس ــوني آنه ــاي پيرام ــ. دارد ه ــيه ب ــور كل ــاجرت و  ط مه

 ـ   پروليفراسيون سلول  طـور اساسـي تحـت      ه  هاي زنده استخواني ب
  ).7( باشد  ميBSMهاي فوق و تاثير روابط متقابل بين سلول

 بـر   Bio-oss و Totudent مقايسه تاثير مـواد     اين تحقيق با هدف   
  .  انجام شدsaos-2 هاي شبه استخوانيروي سلول

  
  مواد و روشها

دو نـوع   . انجـام گرفـت  in vitroتحقيق با طراحي تجربي از نـوع  
 saos-2   استئوبلاست انساني  هاي شبه بيومتريال به همراه سلول   

ــدند  ــتفاده ش ــه اس ــن مطالع ــوع . در اي ــه از ن ــورد مطالع ــواد م  م
Xenografts         بودند كه در افـزايش سـاخت اسـتخوان و بازسـازي

صورتي يا ضايعات  - هاي فكيه درجراحيبافت سخت از دست رفت
  Bio-oss مواد شامل  اين.شونداستخواني استفاده مي

Bio-oss® ,Geistlich Bio-Materials,Switzerland)(  و
Tutodent) (Tutodent ® Microchips-Tutogen Medical 

Gmbh,Germany بودند . 

- تي درجه سان  37 در   saos-2 هاي شبه استئوبلاست انساني   سلول

اينكوبه  )Co2  درصد 5 هوا و     درصد 95(گراد در اتمسفر مرطوب     
 DMEM Medium) Dulbecco 's شدند كه محيط كشت شامل

Modified Eagle( (Gibco) (Gibco)  stereptomycin-

penicilin100µg/ml, 10و%FBS  (Gibco)ــود ــاي محــيط.  ب ه
هـا پـس ازتكثيـر      اين سـلول   . بار در هفته تعويض شدند     3كشت  

 هـاي كـشت داده شـده توسـط    سلولي در سومين پاساژ ازسلول

 از محيط كشت جدا شدند و بـا       Trypcin-EDTAمحلول استريل   
 72پس از . داخل انكوباتور قرار گرفتند    cell/well 104×2 دانسيته
بـه داخـل هـر      گرافت استخواني   گرم از هر ماده      ميلي 30 ،ساعت
 يك از دو ماده پيوندي    كه هيچ  saos-2هاي  سلول .اضافه شد  خانه

.  در نظر گرفته شدند    شاهدبه آنها اضافه نشده بود به عنوان گروه         
ــا از تــست   ــرخ بق ــراي  ســنجش ن  MTT ) Methil Tiazoleب

Tetrazolium ( تـست   . استفاده شدMTT     براسـاس روش رنـگ  -

متيل تيـازول  ماده  برپايه احيا و شكسته شدن  طراحي و  سنجي
ــزيم س  ــط ان ــوم توس ــدري تترازولي ــسينات دهيدروژنازميتوكن وك

حاصل اين فرايندتوليـد بلـورابي      .درسلول زنده وفعال استواراست     
ساسيت ايـن روش    ح.رنگ فورمازان در سيتوپلاسم سلول ميباشد     

 ،15پـس از اتمـام انكوباسـيون در روز          . باشد درصد مي  98بالاي  
ــست   ــد MTTت ــام ش ــاوي   ميكرو100.   انج ــيط ح ــر مح  ليت

(SIGMA-Lot num: 06H070632,SIGMA-Aldrich®,USA) 

MTT ساعت در انكوباتور حاوي 4اضافه شد و به مدت  به هرخانه 
CO2   ساعت مايع 4بعد از .  درجه سانتي گراد قرارداده شد  37 در 

 4/0  ميكروليتـر ايزوپروپـانول اسـيد         100رويي برداشـته شـد و       
  از انكوباسيون در حرارت اتـاق و دور       . به هر خانه اضافه شد     درصد

 جذب نـوري محلـول      ،در نهايت .  دقيقه انجام شد   10نور به مدت    
 و  reference بـه عنـوان طـول مـوج          nm620در   به دست آمـده   

492nm   به عنوان طـول مـوج measurement در دسـتگاه  Elisa 

Reader Anthos 2020 ver1.8,Anthos Lab Tec 

Instruments®,Austria) (    فعاليـت آلكـالين    .به ثبت رسانده شـد 
فسفاتاز به عنوان يك پارامتر براي فعاليت استئوبلاستي مطرح مي 

 .براي اين منظور ازكيت آلكالين فسفاتاز استفاده  شد. باشد

 Post و one- way ANOVAهـاي  آمـاري از روش تحليـل  براي 

Hocاستفاده گرديد .  
  

  هايافته
 . تـايي انجـام گرفـت   12در سه گروه  نمونه  36تحقيق بر روي    

 و مواد پيونـد اسـتخوان را سـه روز           saos-2هاي  لول س 1شكل  
 ميـزان فعاليـت ميتوكنـدري در    .دهـد پس از كشت نشان مـي     

هاي شبه استخواني كه در سـه گـروه مـورد مطالعـه در              سلول
دهـد كـه فعاليـت گـروه         نشان مـي    و  ارائه شده است   1جدول  
در  هـا سـلول  در ضمن ،  باشد بيشتر از گروه توتودنت مي     شاهد

هـاي  وتودنت فعاليت ميتوكنـدريايي بيـشتري از سـلول        گروه ت 
 نـشان   ANOVAآزمون  . دهند اس از خود نشان مي     -گروه بايو 

ــات   ــن اختلاف ــه اي  ــ داد ك ــاري معن ــاظ آم ــه لح ــوديب  دار ب
)001/0<p .(هـاي  هـا درگـروه   دليل اينكـه پراكنـدگي داده     ه  ب

 Post از  آزمـون  ،داري داشتيبا يكديگر اختلاف معن مختلف

Hoc  دار بودن اخـتلاف در بـين       ي معن ،اين آزمون . استفاده شد
ــايو ، شــاهد)p>03/0 ( و توتودنــتشــاهددو گــروه    اس– و ب

)002/0<p (اس - بايووو توتودنت) 001/0<p (را تاييد نمود. 
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برحـسب  (هـا ميزان فعاليت ميتوكندري به تفكيـك گـروه   -1جدول  
  )دانسيته اپتيك

 يراتضريب تغي  خطاي معيار±ميانگين  

Tutodent 026/0±348/0 5/7 

Bio-oss 040/0±222/0 18 

 3/9 528/0±049/0 شاهد

   
هـاي  در برخـي منـاطق پليـت      ،  آميزي آلكالين فسفاتاز  رنگدر  

شـود  هاي ارغواني مايل به قرمز مشاهده مي     كشت سلولي، توده  
هاي شـبه اسـتخوان نـسبت بـه         كه بيانگر واكنش مثبت سلول    

مـشاهده   ها در هـر سـه گـروه       اين توده  .)2شكل   (است آنزيم
نشان مي دهد كه قطعات قرمز رنـگ موجـود           2نمودار   .شدند

 افزايش  Bio-oss  و  شاهد   نسبت به هر دو گروه       Totudentدر  
ضـمن اينكـه افـزايش       .دهـد داري را از خـود نـشان مـي        يمعن

 ـ Bio-oss نسبت بـه     Totudentفعاليت آنزيم فوق، در گروه       ه  ب
  . )p>001/0 (داري افزايش يافته بوديطور معن

  

  
  الف

  
  ب

  
  ج
  

 كـه سـه روز پـس از         Saos-2 هاي شـبه اسـتخواني    سلول -1 شكل
فت به رنگ تيره ديده     اگر .كشت، بون گرفت به آن افزوده شده است       

  .شاهد: ج، Bio0oss: ب، Totudent:  الف.25Xبزرگنمايي  .شودمي
  
  
 

   
ب فعاليـت آلكـالين فـسفاتازي بـه         بر حس  هاتوزيع نمونه  -1نمودار  

  هاتفكيك گروه
  
  

  
  الف
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  ب

  
  
  
  
  
  
  
  

                     
  
  
  
  
 
  ج
  

نـشان دهنـده فعاليـت      ) **( هاي قرمز رنـگ   تشكيل توده  -2شكل  
، Bio-oss:  ب ،Totudent:  الـف  .100Xبزرگنمـايي   . آلكالين فـسفاتاز  

  شاهد
  

  بحث
 cell( ي سلولي درمطالعه حاضر نتايج حاصل از سنجش نرخ بقا

viability  ( نشان داد كه بالاترين سرعت تكثير سلولي در گروه
هاي كه سرعت تكثير سلولي در بيومتريال      در حالي است،   شاهد

Bio-oss   و Totudent   در ايـن  . تر بـود داري پايين به طور معني
به طـور    Totudentهاي حاوي   ميان نرخ بقاي سلولي در نمونه     

ــودBio-oss بيــشتر ازداري معنــي ــه نظــر مــي.  ب  رســد كــهب
Totudent و  Bio-ossرغم اثر القايي خوب براي استخوان  علي

ســازي فعاليــت آلكــالين فــسفاتازي، ميــزان نــرخ بقــا و       
 را كاهش دهد كه ايـن اثـر در          Saos-2پروليفراسيون سلولهاي   

اين نتيجـه در راسـتاي نظـر برخـي          .  بيشتر بود  Bio-ossمورد  

 در بررسـي مـشابهي   Herten etal). 7(است ديگر از تحقيقات 
 نــشان دادنــد كــه نــرخ بقــاي Totudent و Bio-ossدر مــورد 

-بـود و نمونـه    شاهد    بالاتر از گروه      Totudentسلولي در گروه    

. ترين نرخ بقـاي سـلولي را داشـتند     پايين Bio-ossهاي حاوي   
كردنـد كـه تركيبـات گرانـولر هيدروكـسي          نتيجه گيـري    آنها  

 پروليفراسـيون   TCP -لفـا  آ  همچنين تركيبات بتـا و     آپاتايت و 
. كننـد  حمايت مـي   In-Vitroسلولي را در محيط كشت سلولي       

Trentz  نشان دادند كـه از لحـاظ نـرخ بقـاي           ) 13(  و همكاران
 و xenogenic SDCBسلولي تفاوت معني داري بـين دو نـوع   

allogenic  هـاي تحقيـق    همچنين برخلاف يافتـه   . رد وجود ندا
هـاي   سـلول Cell viability آنها نشان دادند كه ميـزان  حاضر،

داري استئوبلاست در مجاورت مواد پيوندي فوق تفاوت معنـي        
 . ردنداشاهد با گروه 

Kubler نشان دادند كه ميزان پروليفراسـيون و  ) 8(  و همكاران
هـاي استئوبلاسـت انـساني در محـيط         سلول نرخ بقاي سلولي  

  در حـالي ،بالاتر بودشاهد وه از گرpepGen p-15  كشت حاوي
-ترين ميزان نرخ بقا سلولي را در بين نمونه      پايين Bio-Ossكه  

  . هاي مورد بررسي دارا بود
Wiedman Al Ahmad)  14 (هـاي شـبه استئوبلاسـت    سلول

در .  نـوع بيومتريـال مختلـف كـشت دادنـد          16انساني را روي    
ز همـه    ا Bio-ossهـا در مـورد      تحقيق آنها ميزان رشـد سـلول      

هاي تحقيـق حاضـر وتحقيقـات ذكـر         برخلاف يافته  .كمتر بود 
هـاي كـشت    تحقيقات ديگـر نتـايج خـوبي را در محـيط           شده،

انـد   ذكـر كـرده  bio-ossبـراي   ،cell viability سـلولي از نظـر  
 اختلاف در نتايج فوق به دليل اختلاف درپروتكـل و          ).16،15(

 و همكاران Acylل درتحقيق ا به طور مث .باشدروش تحقيق مي  
نـه    و blockصـورت   ه  ب )BSM(از مواد پيوند استخواني      ،)15(

تـراكم اسـتخواني استئوبلاسـت در        استفاده شده بـود،    گرانولر
  در ،هفتـه بررسـي شـد     4نتايج بعد از   محيط كشت بالاتر بود و    

 روز زمـان    21تحقيقات ديگر حداكثر     كه در تحقيق ما و     حالي
  .كشت سلولي بود

سـازي بيـان ژن     هاي مطرح در فرآينـد اسـتخوان      يكي از ماركر  
هـاي صـورتي   تر نـدول تشكيل فراوان. باشدآلكالين فسفاتاز مي  

 در مقايـسه بـا گـروه        Totudentرنگ آلكالين فسفاتاز در گروه      
تواند نشان دهنده روند تمايزي بيـشتر در   ميBio-ossو شاهد  

  . اثر خاصيت القايي اين ماده باشد
Kublerــزيم  ) 8 ( و همكــاران ــا ميــزان فعاليــت آن در رابطــه ب

بـدون  شـاهد   گزارش كردند كه گـروه      ) ALP(آلكالين فسفاتاز   
 را دارا ALPهيچ نوع ماده پيوندي بيشترين ميزان سطح آنزيم   

 بيشترين سطح مناسب آنزيم     pepGemn-p15گروه حاوي   . بود
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ALP   وBio-Oss ترين ميزان فعاليت آنزيم فوق را نشان        پايين
هـاي  گيري كـرد كـه سـلول      توان نتيجه طور كلي مي  ه  ب. ندداد

 نتـايج سـلولي و مولكـولي بهتـري را           Saos-2شبه اسـتخواني    

 در  Totudentدرمحيط كشت در واكنش با ماده پيوند استخوان       
  از خود نشان داده و از خواص بيولـوژيكي   Bio-ossمقايسه با 

    .هستندتري برخوردار مناسب
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