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چکید ه 
هدف اصلی در مهندسی بافت ایجاد ساختاری مشــابه ساختار طبیعی موجود در بدن موجود زنده، جهت ترمیم آسیب های بافتی 
اســت. همواره مشــکلاتی در انجام پیوند بافت وجود داشته اســت. از جمله کمبود منابع بافتی مناسب و پس زدن ایمونولوژیک 
بافت های پیوند زده شده است؛ در مهندســی بافت یکی از جدیدترین روش ها به منظور کاهش واکنش ایمنی بدن نسبت به بافت 
پیوند زده شــده، روش سلول زدایی بافت است. تعداد 12 نمونه تاندون آشیل شــترمرغ در دو گروه سلول زدایی شده )گرافت( و 
نشــده )کنترل( از شتر مرغ نر 2 تا 3 ماهه تهیه گردید. عمل سلول زدایی با سدیم دودسیل سولفات انجام شد. پس از ثبوت و طی 
روند معمول تهیه مقاطع بافتی، به منظور ارزیابی ســاختار بافتی از رنگ آمیزی های هماتوکسیلین-ائوزین، پیکروسیروس قرمز و 
جهت بررســی میزان سلول زدایی و بقایای هسته از رنگ آمیزی DAPI اســتفاده گردید و ارزیابی استحکام بافتی به وسیله آزمون 
بیومکانیکی انجام شــد. نتایج حاصل  از آن توســط Student-Test و Mann-Whithney با نرم افزار SPSS، در دامنه )p ≥ 0/05( مورد 
ارزیابی قرار گرفتند. در ارزیابی میزان سلول زدایی، 99% گرافت فاقد هسته و بقایای DNA بود. گروه کنترل در مقایسه  بازنوگرافت 
پس از طی فرآیند سلول زدایی، از نظر کیفیت کلاژنی فاقد اختلاف معنی دار و از نظر  نظم رشته ای دارای اختلاف معنی داری بود. در 
آزمون بیومکانیکی میزان تنش تفاوت معنی داری مشاهده نشد ولی در کرنش بافتی گرافت کاهش معنی داری را نشان داد. با ارزیابی 
خصوصیات ساختار بافتی و بیومکانیکی داربست ســه بعدی تهیه شده در مقایسه با تاندون شترمرغ، مشخص شد این زنوگرافت 

دارای شرایط مناسب برای پیوند می باشد.
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The main goal of tissue engineering design and create a structure similar to the natural structure of a tissue in vivo for 
repair tissue damages. Tissue transplantation, there are always problems, including a shortage of suitable tissue and 
immunological rejection of grafted tissue is in tissue engineering is one of the newest methods to reduce the immune re-
sponse to transplanted tissue, is tissue decellularization methods (Acellular). After fixation and routine tissue  process, to 
evaluate the structure of tissue H&E stained, collagen quality assessment xenograft Picrosirius red stained , review and 
tracking the decellularization, detected  nuclei trace and any DNA remaining 4', 6'diamino-2-phenylindole-2HCl (DAPI) 
staining was used. Assess tissue strength by biomechanical test was performed. Biomechanical results by Student t-Test 
and Mann-Whithney (P≤0.05)was performed with SPSS software. Compared with ostrich tendonsand  matrix three-
dimensional structure after the process of decellularization, the tissue density is somewhat reduced cohesion between 
collagen fibers were observed in some places a few miles away. Quality collagen stained by Picrosirius red that there 
is no difference between them. In assessing the amount of de-cells after staining DAPI 99% of the three-dimensional 
scaffold and remains free of nuclear DNA. Biomechanical testing of Stress, there was no difference in graft tissue but 
strain showed a significant decrease. Evaluation of properties of three-dimensional tissue structure made of scaffolding 
and comparison with ostrich tendons found this graft is the appropriate for graft.
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مقدمه
هدف اصلی در مهندسی بافت طراحی و ایجاد ساختاری مشابه ساختار 
طبیعی یک بافت در بدن موجود زنده، جهت ترمیم آسیب های بافتی است. 
ممکن است بافت آسیب دیده با سلول های بنیادی خود به صورت محدود، 
توان بازسازی را داشته باشد ولی وقتی شدت آسیب بافتی زیاد باشد و این 
امر موجب از بین رفتن ســلول های بنیادی بافت گردد، استفاده از داروهای 
معمــول کمک کننده نیســت و کاربردی نخواهد داشــت که بدین منظور 
برای درمان بافت آســیب دیده می توانبه وسیله روش-های آزمایشگاهی و 
بهره گیری از مهندســیبافت ساختاری مشابه بافت آسیب دیده تهیه کرد و 
 Longo et) به آن پیوند زد تا موجب تســریع روند بهبود در آن بافت گردد
al., 2011a). همواره مشــکلاتی در انجام پیوند بافت وجود داشــته است از 
جمله اهم آن: کمبود منابع بافتی مناسب و پس زدن ایمونولوژیک بافت های 
پیوند زده شــده است. مهندســی بافت یکی از جدیدترین روش های مورد 
Carpenter and Han-) تاســتفاده در ترمیم بافت های آسیب دیده بدن اس
 kenson, 2004, Alam et al., 2013, Longo et al., 2010, Wisbeck et al.,
2012). در این روش با استفاده از داربست های صناعی زیست تخریب پذیر 
یا طبیعی با در نظر گرفتن شــرایط مناسب متابولیسمی و ترمیمی در بافت 
 Longo et al., 2011b, Santucci) آسیب دیده، مورد استفاده قرار می گیرد

and Barber, 2005, Veillette et al., 1998). اولین تجربه بالینی اســتفاده 
از محصولات مهندســی بافت در ســال 1980 توسط Burke و همکاران از 
داربســت کلاژنی برای جانشینی پوســت به منظور حمایت و تقویت رشد 
ســلول های فیبروبلاستی استفاده کردند به دنبال آنها Howard Green یک 
لایه سلولی کراتینوســیتی را در درمان جراحت های پوستی استفاده کرد، 
پس از آن Bell از کاشت ســلول فیبروبلاستی با ژل کلاژنی را انجام داد و 

  .(Vacanti, 2006) این تحقیقات همچنان ادامه دارد
در حال حاضر از مهندسی بافت به منظور بازسازی بافت ها و اندام هایی 
مانند پوست، استخوان، غضروف، کبد، مثانه، لیگامان، اعصاب، دریچه قلب و 
غیره استفاده می شود و البته در تمامی زمینه های یاد شده موفقیت هایی نیز 
بدســت آمده ولی هنوز نیازمند بررسی های بیشتر در مورد بهبود سازگاری 
زیســتی و همچنین عملکرد زیســتی  بافت های مهندســی شده می باشد 

 .(Pridgen et al., 2011)
پارگی های تاندون از عوامل ضربه زننده اقتصادی-اجتماعی در جوامع 
محسوب می شــود. آمار سالیانه مربوط به شــیوع پارگی های تاندونی خود 
موید این ســخن می باشد. تاندونآشــیل،بعد از پارگي کلاهک چرخاننده و 
بازکننده-زانو ،ســومین محل شــایع پارگي تاندوني در بدن انسان و عمدتاً 
ورزشــکاران اســت. تاندون از قدرت کشســانی کمی برخوردار می باشد و 
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ایــن قدرت اندک به مرور زمان کاهش می یابد و تاندون را مســتعد ضایعه 
 Saltzman) می کند که این تغییرات در افراد ورزشکار بیشتر دیده می شود
and Tearse, 1998, Kvist, 1994). شــیوع پارگي تاندون آشیل 11 تا 18 
درصــد کل پارگي هاي تاندوني می باشــد و شــیوع آن در دهه هاي اخیر 
افزایش یافته اســت (Chen et al., 2009). پارگي تاندون آشیل پاي چپ از 
پاي راســت بیش تر اســت چرا که پاي چپ تاندون ضعیفتري دارد، شروع 
Theven-)  حرکت های فشــاری مي تواند به پارگي تاندون آشیل منجر شود

dran et al., 2013). پارگــي تاندون آشــیل با یکــي از دو روش جراحي یا 
غیر جراحــي درمان می-شــود (Hockings and Nester, 2000). در مورد 
اســتفاده از جراحی به منظور درمان آسیب های تاندونی اختلاف نظر وجود 
دارد و روش های جراحی  کلاســیک در ترمیم آســیب های تاندونی شدید 
دارای محدودیــت معنی دار بوده اســت و روش های متفاوتی در بازســازی 
آســیب های تاندونی بکار گرفته شده که اکثر این تلاش ها با موفقیت همراه 
نبوده اســت. بهترین روش درمانی در اصلاح پارگــی کامل تاندون، پیوند  
اســت (Moshiri and Oryan, 2012). گرافت های طبیعی به ســه دسته ی 
عمده اتوگرافت، آلوگرافت و زنوگرافت تقسیم می شوند. هرکدام از گرافت ها 
 Zhang et al., 2012, Leigh et al., 2012,) دارای محدویت هایی می باشــد
Shearn et al., 2011). محدودیت اتوگرافت شامل در دسترس نبودن بافت 
بــه همان میزان، شــکل و اختلاف ویژگی فیزیولوژیی بــا بافت طبیعی در 
محل پیوند می باشد (Shearn et al., 2011). آلوگرافت نیز به دلیل احتمال 
انتقال بیماری های مشــترک، رد پیوند، ناکارامدی و آســیب مجدد ناشی 
از کاهش فعالیت مکانیکــی آن و ملاحظات اخلاقی دارای محدودیت هایی 
 Zhang et al., 2012, Leigh et al., 2012, Veillette et al.,) می باشــد 
1998). زنوگرفت نیز دارای محدودیت های آلوگرافت می باشد با این تفاوت 
که احتمال رد پیوند شــدیدتر و ارزش استفاده از این نوع پیوند در جراحی 
اصلاحی به دلیل تحقیقات ناکافی و وجود ســوالات متعدد از اهمیت بالایی 
 Leigh et al., 2012, Bigham et al., 2010, Badylak,) برخوردار می باشــد
Wisbeck et al., 2012 ,2004). چنانچه از پیوندهای آلوگرافت و زنوگرافت 
اســتفاده گردد علاوه  بر استفاده از داروهای تضعیف کننده دستگاه ایمنی، 
فــرآوری و تغییرات بافتــی در حذف عامل تحریک ایمنی موثر می باشــد 
(Longo et al., 2011a). باید اشــاره داشــت که امــروزه به منظور کاهش 
واکنش ایمنی بدن نســبت به بافت پیوند زده شده، از روش های مهندسی 
بافت اســتفاده می شــود که یکی از آنها روش ســلول-زدایی  نمودن بافت 
اســت. در این روش داربســت زیســتی به عنوان حاملی برای عوامل رشد 
مختلــف عمل می نماید و توانایی بدن را در مســیر ترمیم افزایش می دهد. 
داربست سلول زدایی شــده شامل رشته های کلاژن (I، II و VI)، رشته های 
الاســتیک، گلیکوزآمینوگلیکان ها، پروتئوگلیکان ها، گلیکوپروتئین ها مثل 
 Azhim et al.,) فیبرونکتین، عوامل رشد، سایتوکین ها و پروتئازها می باشد
 2013)Carpenter and Hankenson, 2004, Longo et al., 2011a, Longo
et al., 2011b). یکی از راه های تهیه بافت های ســلول زدایی شده، استفاده 
از ســاختارهای اندام یا بدن سایر حیوانات پس از معدوم شدن یا ذبح آن ها 
اســت. شترمرغ از آن دسته پرندگانی است که در ایران به منظور و استفاده 
خوراکی پرورش می یابد. نباید از ذهن دور داشت که شترمرغ حیوان بسیار 
تخصــص یافته در حرکت روی زمین اســت و تنها بر روی دو انگشــت راه 
 1-60kmh می رود. این پرنده با وزن متوسط 150 کیلوگرم با سرعت بالای

حرکت می کند. در طول عمر 60 ســاله اش روزانه بیش از 8 ساعت در حال 
حرکت اســت. این خصوصیات همواره مورد توجه قرار گرفته است و سبب 
شــد که فرصت مناسبی را به منظور مطالعه سازگاری انگشتان این پرنده با 
 Rubenson et al.,) توانایی حرکت سریع بر روی دو انگشت آن فراهم نماید
 .(2007, Schaller et al., 2011, Smith et al., 2006, Schaller et al., 2009
در مطالعات اولیه کالبدشناســی و بافت شناســی بر روی تاندون شترمرغ، 
خصوصیات اولیه و اصلی این ساختار مشخص گردید و فرضیه احتمال تاثیر 
این ساختار برای جایگزینی در آسیب های تاندونی قوت گرفت. از این رو در 
پژوهش حاضر جهت ساخت داربست سه بعدی زیستی به عنوان زنوگرافت 
به روش فرآوری آزمایشــگاهی از ساختار تاندون شــترمرغ استفاده شد و 
خصوصیات بافتی و بیومکانیکی آن پس از فرآوری مورد ارزیابی قرار گرفت، 
تا در صورت مناسب بودن اســتحکام بیومکانیکی و بافت شناسی از آن در 

ترمیم آسیب های تاندونی استفاده شود.  

مواد و روش ها
به منظور مقایســه خصوصیات ســاختار بافتی پیش و پس از فرآوری 
ازتاندون شــترمرغ نر 2 تا 3 ماهه اســتفاده شــد. که در دو گروه کنترل و 
تجربی )گرافت( مورد مطالعه قرار گرفت. نمونه ها از کشــتارگاه شــترمرغ 
واقع در ورامین تهیه شــده و در شرایط دمایی مناسب به آزمایشگاه منتقل 
شــد. در گروه کنترل پس از نمونه گیری تاندون آشــیل پای شــترمرغ، به 
قطعــات )40 میلی متر طول، 10 میلی متر عــرض و 5 میلی متر قطر( در 
محلول فسفات بافر سالین )PBS( جهت انجام آزمون بیومکانیک قرار داده 
شــد. به منظور ارزیابی ساختار بافتی قطعاتی به قطر 5 میلی متر برش داده 
شــده و در محلول فیکســاتیو فرمالین بافری قرار گرفــت. در گروه گرافت 
ســلول زدایی شــده گرافتپس از نمونه گیری از تاندون آشیل پای شترمرغ، 
به قطعات 5×10×40 میلی متر به منظور تهیه داربســت سه بعدی زیستی 
بدون سلول، تاندون آشیل پای شترمرغ ابتدا تحت فرآیند سلول زدایی قرار 
گرفت و ســپس 6 نمونه از آنها به منظور ارزیابــی در محلول PBS جهت 
انجام آزمون بیومکانیک قرار داده شد. برای ارزیابی ساختار بافتی زنوگرافت 
قطعاتی به قطر 5 میلی متر برش داده شــده و در محلول فیکساتیو فرمالین 

بافری قرار گرفت.

روش سلول زدایی زنوگرافت
پای شــتر مرغ از کشتارگاه شترمرغ واقع در ورامین تهیه شده و داخل 
جعبه مخصوص حمل نمونه در شــرایط دمایی C°4 تا C°7 به آزمایشــگاه 
انتقال یافت. پس از آن تاندون ها جدا شده و در کوتاه ترین زمان ممکن ابتدا 
 -80°C20-  قرار داده شــد و برای نگهداری بیــش از یک هفته در°C در
قرار داده شــد تا روند آماده ســازی صورت پذیرد تا حداقل آسیب بافتی و 
ساختاری را متحمل گردد. جهت سلول زدایی تاندون شترمرغ، ابتدا تاندون 
از حالت انجماد خارج  شده و به قطعات 5×10×40 میلی متر برش داده شد. 
ســپس به مدت 24 ساعت در آب مقطر قرار داده می شود و بعد در محلول 
سدیم دودسیل سولفات )SDS( 1% قرار داده شده و به مدت 24 ساعت در 
آب مقطر قرار گرفت و پس از آن به مدت 24 ساعت در الکل اتیلیک %70 
قرار گرفت. در نهایت در محلول PBS استریل  در C°4 )یخچال(  نگهداری 

.(Tischer et al., 2007) شد
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شکل 1- نحوه قرار گیری گرافت در دستگاه کشش بافتی را هنگام آزمون کشش 
نشان می دهد. پیکان محل شروع پارگی گرافت در اثر کشش بیش از حد تحمل 

را نمایش می دهد.

ارزیابی خصوصیات زنوگرافت
به منظور ارزیابی ســاختار بافتی،ســپس  ثبوت و طــی روند معمول 
پاســاژ بافتی، مقاطع پارافینی تهیه شــد و پس از تهیــه لام رنگ آمیزی 
هماتوکسیلین-ائوزین، برای ارزیابی کیفیت کلاژن زنوگرافت پس از فرآیند 
 Rich and) ســلول زدایی از رنگ آمیزی پیکروسیروس قرمز اســتفاده شد
Whittaker, 2005, Azhim et al., 2013). جهت بررسی میزان سلول زدایی 
diamino-‘6,‘4  از روش رنگ آمیزی DNA گرافت و بقایای هسته و ردیابی

.(Ning et al., 2012) 2) استفاده گردید-phenylindole-2HCl  (DAPI

رنگ آمیزی هماتوکسیلین-ائوزین
به منظور ارزیابی ســاختار کلی گرافت از رنگ آمیزی هماتوکسیلین و 
 Tischer et al.,) اســتفاده شد Haematoxylin and Eosin (H&E( ائوزین

.(2007

رنگ آمیزی پیکروسیروس قرمز
بــه منظور ارزیابی کیفیت رشــته های کلاژنی گرافــت از رنگ آمیزی 
پیکروسیروس قرمز استفاده شــد. بدین منظور ابتدا پس از رنگ آمیزی با 
 Olympus-BX51 پیکروسیروس قرمز،  لام ها توسط میکروسکوپ پلاریزان
بــا طول موج nm540 مورد بررســی قرار گرفت )رشــته کلاژن با کیفیت 
مناسب به رنگ قرمز و رشته های با کیفت کم به رنگ سبز مشاهده خواهد 

.(Azhim et al., 2013, Rich and Whittaker, 2005))شد

DAPI رنگ آمیزی
 McIlvaine’s  buffer ابتدا مقاطع پارافین زدایی و آبدهی شد و با محلول
به مدت 5 دقیقه شستشــو داده شد. سپس با دستمال خشک گردیده و به 
آن رنگ DAPI اضافه شــد و توسط فویل آلومینیومی پوشانیده شده و پس 
از 15 دقیقه توســط میکروسکوپ پلاریزان Olympus-BX51 با طول موج 
nm 330 مورد بررسی قرار گرفت )هسته به رنگ آبی مشاهده خواهد شد( 

.(Ning et al., 2012)

آزمون بیومکانیک
به منظور بررســی و مقایسه اســتحکام بیومکانیکی گرافت با استحکام 
بیومکانیکی تاندون دســت نخورده ایــن ارزیابی رو 12 قطعه تاندون در دو 
گروه کنترل و زنوگرافت صورت گرفت. ابتدا تاندون که به قطعات 5×10×40 
میلی متر برش داده شــده و داخل PBS قرار گرفته بود، و داربســت ســه 
بعدی زیســتی آماده شده، کشش بافتی با پیش بارگذاری یک نیوتن آغاز و 
کشــش به میزان 1mm/min به طور مداوم افزایش داده شد و تا پاره شدن 
نمونه ادامه پیدا کرد )شــکل1(، (Tischer et al., 2007). این آزمون توسط 
دســتگاه Santam مدل STM-150 در دانشــکده مکانیک دانشگاه علم و 
صنعت انجام شد و اطلاعات آن توسط کامپیوتر ثبت گردید. میزان حداکثر 
تنش)Stress( و کرنش )Strain( محاســبه و با هم مقایسه شد. میزان تنش 
برابر است با واحد نیرو تقسیم بر واحد سطح که نیوتن بر میلی متر مربع یا 
مگاپاسکال )MPa( بیان می شود. میزان کرنش برابر است با میزان کشیدگی 
یا فشــرد گی بخش بر طول )کرنش هیچ واحدی نداشته و یک مقدار بدون 

بعد است. زیرا برابر است با نسبت دو طول با واحد یکسان(.

آنالیز آماری داده ها
پس از ارزیابی بافتی و اســتخراج نتایج، با توجه به رتبه ای بودن داده ها 
از آزمونMann-Whithney و برای مقایسه نتایج بیومکانیکی گروه کنترل و 
گرافت ازآزمون student t-Test توسط برنامه SPSS Ver.19 استفاده شد واز 
 )0,05≤P( نظر آماری با هم مقایســه شدند و اختلاف میانگین ها در سطح

.(Tischer et al., 2007) معنی داری در نظر گرفته شد

ملاحظات اخلاقی
با توجه به اینکه نمونه های مورد اســتفاده در این پژوهش  از کشتارگاه 
تهیه شده اســت نیاز به مجوز از کمیته اخلاقی ناظر بر تحقیقات حیوانات 

آزمایشگاهی نداشت.

یافته ها
در بررسی ساختار بافتی تاندون شترمرغ با رنگ آمیزی هماتوکسیلین-

ائوزیــن این ســاختار از جنس بافــت همبندی متراکم منظــم که %95 
سلول های تاندون از فیبروسیت )تنوسیت( و فیبروبلاست تشکیل شده بود. 
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این بافت همبندی از دســتجات فیبرهای متراکم با آرایش منظم تشــکیل 
شده و به صورت موازی با محور طولی تاندون قرار گرفته بود.این دستجات 
بوســیله غلاف تاندونی احاطه شــده بود و غلاف تاندونی داخلی  و خارجی  
نیز از ترکیبات داربســت خارج سلولی تشکیل شــده بود )شکلA،2(. در 
مقایســه گروه کنترل با گرافت آماده شده پس از طی فرآیند سلول زدایی، 

از انســجام و تراکم بافتی تا حدودی کاســته شده و بین رشته های کلاژنی 
در برخی نقاط اندکی فاصله مشــاهده گردید که در مقایســه آماریاختلاف 
 میانگیــن هــا در ســطح )p ≥ 0/05( دارای اختــلاف معنــی داری بــود

.)B،2شکل( )p= 0/002(
در ارزیابی کیفیت کلاژنی به وســیله رنگ  آمیزی پیکروسیروس قرمز 

شکل A -3( کیفیت ساختار بافتی شترمرغ را در رنگ آمیزی پیکروسیروس قرمزرا نشان می دهد، کلاژن با کیفیت مناسب به رنگ 
قرمز و کلاژن با کیفیت کمتر به رنگ سبز مشخص می شود، پیکان به کلاژن با کیفیت کم در گروه کنترل اشاره دارد )B .)400X(کیفیت 

ساختار بافتی داربست سه بعدی زیستی )گرافت( را در رنگ آمیزی پیکروسیروس قرمزرا نشان می-دهد، کلاژن با کیفیت مناسب به 
رنگ قرمز و کلاژن با کیفیت کمتر به رنگ سبز مشخص می شود، پیکان به کلاژن با کیفیت کم )سبز رنگ( اشاره دارد در مقایسه آماری 

.)400X()p= 0/575( بین گروه کنترل و گرافت اختلاف معنی داری مشاهده نگردید

شکل A -2( ساختار بافتی تاندون آشیل گروه کنترل در رنگ آمیزی E&H، که به تراکم قرارگیری و نظم رشته  های کلاژن اشاره دارد. 
پیکان  نشان دهنده تنوسیت است B) .(400X) ساختار بافتی داربست سه بعدی زیستی )گرافت( در رنگ E&H، که نشان دهنده 

کاهش تراکم رشته ای و ایجاد فاصله و تخلخل در بین رشته های کلاژنی اشاره دارد. پیکان  نشان دهنده فاصله ایجاد شده است که در 
.)400X()p= 0/002( مقایسه آماری بین گروه کنترل و گرافت اختلاف معنی داری مشاهده گردید
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Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


شماره 111، نشريه د امپزشكی، تابستان 1395

69
در

پژوهشوسازندگی

شکل A-4( ساختار بافتی تاندون گروه کنترل را در رنگ آمیزی  IPAD نشان می دهد که جهت ردیابی AND صورت گرفته است، 
نقاط آبی رنگ نشان دهنده هسته های کشیده به صورت موازی طولی قرار دارند. نوک پیکان به هسته تنوسیت در گروه کنترل 

اشاره دارد )B .)250X( ساختار بافتی داربست سه بعدی زیستی )گرافت( را در رنگ آمیزی IPAD نشان می دهد که جهت 
ردیابی AND صورت گرفته است، همان طور که مشاهده می شود هیچ نقطه آبی رنگی که نشان دهنده ی بقایای هسته ای باشد 

.)250X( مشاهده نمی شود. نوک پیکان به سطح داربست اشاره دارد

نمودار 1- مقایسه تنش بین گروه کنترل و زنوگرافت در زنوگرافت 0/71±6/93 نیوتن بدست آمد که نسبت به  
گروه کنترل 0/82±6/32 نیوتن کمی افزایش مشاهده شد اما اختلاف میانگین ها )Meam±SEM( در سطح 

.)p= 0/546( اختلاف معنی داری نشان نداد )p ≥ 0/05(

با توجه به اینکه عمدتا داربســت تاندونی از کلاژن نوع I تشــکیل شــده 
اســت بیش از 95% ســاختار طبیعی با نور پلاریزان به رنگ قرمز مشاهده 
 .)A،3گردید و فقط مقدار کمی در حدود 5% سبز رنگ مشاهده شد )شکل
پس از رنگ آمیزی گرافت توســط پیکروسیروس قرمز در مقایسه آماری با 
گــروه کنترل، گرافت اختلاف میانگین ها در ســطح )p ≥ 0/05( اختلاف 

.)B،3شکل( )p= 0/575( معنی داری نشان نداد
در ارزیابی میزان سلول زدایی که جهت کاهش احتمال پس زدن بافت 
پیوندی گرافت انجام شده است؛ پس از رنگ آمیزی DAPI، هسته به رنگ 
آبی مشــخص خواهد شد. ابتدا تاندون طبیعی به عنوان کنترل مثبت رنگ 
 .)A،4آمیزی شــد  که هسته های تنوسیت به خوبی رنگ آمیزی شد )شکل
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نمودار 2- میزان کرنش در گروه کنترل )1/3±22/1( و در مقایسه با گرافت )0/7±21/6(، که اختلاف میانگین ها 
)Meam±SEM(در سطح )p ≥ 0/05( کاهش معنی داری در کرنش گرافت نسبت به گروه کنترل نشان داد 

)p= 0/004( که به وسیله )*(  نشان داده شده است.

نمودار 3- مقایسه نسبت تنش به کرنش در گروه کنترل و گرافت
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در گرافت پس از رنگ آمیزی مشــخص شد بیش از 99% این داربست سه 
.)B،4است )شکل DNA بعدی فاقد هسته و بقایای

در ارزیابی بیومکانیکی کشــش بافتی با پیش بارگذاری یک نیوتن آغاز 
و کشش به میزان 1mm/min به طور مداوم افزایش داده شد و تا پاره شدن 
 Ultimate tensile نمونه ادامه پیدا کرد و حداکثر توان مقامت در برابر تنش
strength (UTS) محاســبه شد. میزان تنش و کرنش بافتی درگرافت تهیه 
شــده با گروه کنترل مقایســه گردید. میزان UTS در گرافت 6/39±0/17 
نیوتن بدست آمد که نسبت به گروه کنترل 0/28±6/23 نیوتن کمی افزایش 
 )p ≥ 0/05( در سطح )Meam±SEM( مشاهده شد اما اختلاف میانگین ها
اختلاف معنی داری نشــان نداد )p= 0/645(، )نمودار 1(. میزان کرنش در 
گروه کنترل )0/013±0/221( و در مقایســه با گرافت )0/126±0/007(، 
اختلاف میانگین ها )Meam±SEM( در سطح )p≥ 0/05(  کاهش معنی داری 

.)p= 0/004( در کرنش گرافت نسبت به گروه کنترل نشان داد

بحث
برخلاف روش های ســنتی درمان ضایعات تاندون همچون استفاده از 
وســایل ارتوپدی پلیمریک و فلزی، امروزه روش های مهندسی بافت موجب 
بهبود روند التیام آســیب های تاندونی به وسیله اســتفاده از  داربست های 
زیســتی، ســلول درمانی و فاکتورهای رشد شده اســت. گرافت به عنوان 
داربســت زیستی جهت ترمیم بافت تاندون مورد استفاده قرار گرفته است،  
به طــوری که عملکرد مکانیکی تاندون به شــکل اولیه در بیمار بروز کند. 
استفاده از ســلول درمانی نیز روش دیگری در در مان آسیب های تاندونی 
است، با توجه به برخی گزارش ها مبنی بر احتمال ایجاد بافت های استخوانی 
 in نابجا و حتی تومور به دنبال اســتفاده از ســلول های بنیادی در شرایط
 in vitro پیشــنهاد شده از سلول مزانشــیمی تمایز یافته در شرایط ،vivo
استفاده شود (Awad et al., 2003, Lui et al., 2011). بافت های سلول زدایی 
شــده مزایای بیشتری نســبت به بافت های اتولوگ و گرافت های مصنوعی 
دارنــد. مهمترین خصوصیــات این نوع گرافت ها کاهش ایمونوژنیســیته و 
آنتی ژنیسیته این نوع ســاختارها می باشد که این امر با از بین بردن هسته 
 Adams, Zobitz) سلول ها که عامل اصلی آنتی ژنیک هستند میسر می شود
et al. 2006). از طرفی این داربســت ها پس از فرآیند ســلول زدایی، علاوه 
بر حفظ  ماکرومولکول ها و داربســت کلاژنی، بســتر مناسبی برای اتصال 
Tisch-)  و رشد سلول ها برای سرعت بخشــی به ترمیم آسیب ها می باشند

er, Vogt et al. 2007). چنــد خصوصیت در ایــن گرافت  ها   حائز اهمیت 
اســت؛ کیفیت داربســت کلاژنی؛ با توجه به اســتفاده از مواد و روش های 
متفــاوت در بکارگیری از دیترجنت هایی ماننــد SDS و Triton X-100 و 
آنزیم هایی مانند DNase و تریپســین و یا روش های فیزیکی ممکن اســت 
طی فرآیند ســلول زدایی به این داربســت آسیب رســانیده و باعث کاهش 
کیفیت و نازک شدن رشته کلاژنی گردد، رشته های آسیب دیده و نازک به 
رنگ سبز دیده خواهند شد (Rich and Whittaker 2005).  باتوجه به نتایج 
کسب شده )رنگ آمیزی پیکروسیریوس قرمز( کیفیت کلاژنی در داربست 
 پس از فرآیند ســلول زایی حفظ شــده و مطابق با نتایج محققین دیگر بود

(Ruzzini, Longo et al. 2013). کلاژن و کیفیــت کلاژنــی داربســت در 
مقاومت بیومکانیکی آن موثر اســت. نتایج بیومکانیک مشــخص کرد این 
فرآینــد در تحمل تنش و لود مکانیکی تفاوت معنــی داری با تاندون گروه 

کنتــرل ندارد و حتی به صورت معنی داری موجب افزایش تحمل در مقابل 
 Tischer, Vogt et al.) کرنش نســبت به تاندون گروه کنترل گردیده است
2007). گایدون و همکاران در ســال 2000 با بررسی جایگزینی فیبرهای 
پلیمر با لیگامنت صلیبی، به این نتیجه رســیدند که توانایی رشــد سلول 
Gui-) دمیزبان در هنگام اســتفاده از داربســت های زیستی افزایش می یاب

doin, Marois et al. 2000). رکورد و همکاران در ســال 2001 به بررســی 
اســتفاده از زیر مخاط روده به عنوان گرافت جهت ترمیم مثانه پرداختند و 
عنوان کردند که اســتفاده از ماتریکس خارج سلولی جهت ترمیم ضایعات 
 Record,) تاندون از بهترین گزینه ها در درمان ضایعات تاندونی می باشــد
Hillegonds et al. 2001). ولنتین و همکاران در ســال 2006 و بادیلاک و 
همکاران در ســال 2010 در مطالعه بافت شناســی مقایسه ای روی کاربرد 
ماتریکس خارج ســلولی در ارتوپدی نشان دادند که مزیت استفاده از پیوند 
داربست خارج سلولی در کاهش نیروهای وارده به تاندون، بعد از جراحی و 
کمک به ترمیم بهتر آن با نفوذ سلول های میزبان به داربست انجام می شود 
(Valentin, Badylak et al. 2006, Badylak and Valentin 2010). زانگــو 
همکاران در سال 2005 در مطالعه ای با استفاده از یک گرافت  تجاری تهیه 
شده از زیر مخاط روده باریک خوک ، التهاب وسیع همراه با نفوذ لنفوسیت 
ها در محل پیوند مشاهده کردند. آن ها نشان دادند که این بافت پیوندی از 
ماتریکس کلاژنی بدون سلول تهیه نشده و حاوی DNA می باشد. همچنین 
نشان دادند که معروف ترین داربست های کلاژنی که دارای سلول هستند و 
به منظور ترمیم تاندون بر روی بیماران تجربی و کلینیکی استفاده شده اند، 
اثراتی همراه با نقــص تاندونی به جا می گذارند. واکنش های التهابی در پی 
 Zheng,( ســلول زدایی کردن این اثرات نامطلوب را  به حداقل می رســد
Chen et al. 2005). وایتــلاک و همــکاران نیز در ســال 2007 به منظور 
ارزیابی میزان نفوذ سلول و پاسخ التهابی کوتاه مدت حاصل از آن، داربست 
کلاژن تاندون خم کننده عمیق انگشــتی را از پای جوجه نژاد لگهورن جدا 
و آن را آســلولار و اکسیده کردند. نتیجه حاصل از آسلولار بافت مذکور در 
این مطالعه نشــان دهنده کاهش پتانســیل ایجاد التهاب و انتقال بیماری 
بود (Whitlock, Smith et al. 2007). در مطالعه چن و همکاران در ســال 
2009 ، نگرانی اصلی در مورد استفاده از هر دو نوع داربست های سنتتیک 
و زیستی، پاســخ ایمنی و التهابی ناشی از رد بافت به عنوان جسم خارجی 
اســت (Chen, Xu et al. 2009). به همین ســبب در این پژوهش از روش 
مهندســی بافت جهت ســلول زدایی بافت همبندی  جهت ساخت گرافت 
اســتفاده شد.  استحکام بافتی یکی از خصوصیاتی است که باید در حفظ و 
تقویت آن کوشش کرد. رشــته  های کلاژنی مقاومت زیادی در برابر کشش 
دارند و نســبت به کرنش مقاومت زیادی نشان می دهد. نتایج بدست آمده 
نشــان دهنده کاهش معنی دار نســبت تنش به کرنش گردید. عواملی که 
باعث تقویت مقاومت بیومکانیکی می گردند مربوط به گلیکوزآمینوگلیکان ها 
)GAGs( و الگــوی قرار گیــری کلاژن نوع I و کلاژن نــوع III موجود در 
داربست می باشــد. مهمترین عواملی که در ساخت داربست های مصنوعی 
باید مد نظر قرار گیرد تخلخل، استحکام و تخریب پذیری در این داربست ها 
اســت (Shea, McCarthy et al. 2010)، پس از فرآیند سلول زدایی داربست 
گرافت نســبت به گروه کنترل رشــته ها از هم فاصله گرفته و باعث کاهش 
تراکم بین رشــته ای شــد. این فاصله و تخلخل موجب افزایش تبادل مواد 
مغذی و مواد زائد پس از پیوند می گردد.  تخریب پذیری برای خودی شدن 
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)autologous( یا یکســان شدن با بافت های بدن بسیار مهم است. با توجه 
به این که داربســت های زیســتی از کلاژن و مواد زیستی طبیعی می باشد 
 Adams, Zobitz et al. 2006,) احتمال خودی شدن آن نیز افزایش می یابد
Bigham و همــکاران در ســال 2010 با  .(Longo, Lamberti et al. 2011
جایگزینی تاندون شــترمرغ سلول زدایی نشده به عنوان زنوگرافت استفاده 
کردند که به دلیل برانگیختگی سیستم ایمنی موجب رد پیوند و در نتیجه 
عــدم کارایی آن گردیــد (Bigham, Moghaddam et al. 2010). در نتایج 
رنگ آمیزی DAPI مشخص کرد که ســلول زدایی در گرافت 99% صورت 
پذیرفته و این امر ممکن است موجب کاهش ایمونوژنیسیته و آنتی ژنیسیته 
گرافــت گردد و در نتیجه احتمال گرفتن و قبول پیوند در اســتفاده از این 
گرافت بیشــتر خواهد شد. سرعت تخریب پذیری داربســت باید با میزان 
نئوژنز بافتی در موضع آســیب سازگاری داشته باشد؛ به این معنی که پس 
از درمان، داربست به بافت خودی تبدیل شده و اثری از آن باقی نماند. این 
مهم از دیگر عوامل موثر در اســتفاده ی داربســت ها با منشا زیستی است، 
که به دلیل نزدیکی ماهیت طبیعی این دســت از ســاختارها و ســازگاری 
بیشــتر در تخریب پذیری موجب گردیده است، استفاده ی از آنها نسبت به 
 Hampson, Forsyth) داربست های صناعی بیش از پیش ارجحیت داده شود
et al. 2008). یکی از محدودیت-های بافت های سلول زدایی شده، نداشتن 
و کاهش ســلولی است که می توان با کاشت ســلول به روند درمان سرعت 
بخشــید (Docheva, Muller et al. 2015). در درمان آســیب های تاندونی 
بجز خودی شدن بافتی، یکی از نکاتی که باید مورد توجه قرار گیرد قابلیت 
بازیابــی فعالیت مکانیکی و تحمل نیروهای وارده به بافت ترمیمی اســت. 
بازیابــی قابلیت بیومکانیکی بافت ترمیمی در کارایی آن و در نتیجه توانایی 
از ســرگیری فعالیت های طبیعی در فرد آســیب را محیا می نماید، یکی از 
روش هایی که محققین جهت بهبود کارایی بیومکانیکی پیشــنهاد می کنند 
 اســتفاده از داربست های زیســتی و کاشت سلول یا ســلول درمانی است

(Shapiro, Grande et al. 2015). سلول های مزانشیمی قدرت تکوینی بسیار 
زیادی دارند و سلول های مزانشیمی بالغ موجود در مغز استخوان قادرند به 
بافت های دیگر ازجمله تاندون، عضله و استخوان و غضروف تمایز پیدا کنند، 
گرافت های زیســتی دارای کنام یا ریز محیط و مواد موثر در چســبندگی 
سلولی هســتند، از جمله این موارد می توان به وجود پروتئین های اتصالی 
مانند اینتگرین و پروتئوگلیکان هایی مانند فیبرونکتین و تناســین اشــاره 
کرد. این عوامل موجب چســبندگی بهتر ســلول های مزانشــیمی کاشته 
شــده در گرافت را مهیا می کند (Hampson, Forsyth et al. 2008). چن و 
همکاران در سال 2009 در مطالعه ای به بررسی داربست های قابل استفاده 
در ترمیم تاندون پرداختند. آنها دریافتند، تداخل بین ســطح داربســت و 
سلول میزبان دلیلی برای استفاده از داربست ها بوده است. همچنین افزودند 
که تداخل پروتئین های بین غشــایی و پروتئین های ســطح داربست ، بعد 
تجمع گیرنده ها و بعد چسبندگی موضعی بین اکتین سایتواسکلتون سطح 
سلول، در فاز اول رشد سلولی مشاهده می شود. چن و همکاران نیز با تایید 
تحقیق هاتمکر، اضافه کردند که ســطح داربست های زیستی با کلاژن نوع 
یک طبیعی پوشانده شده که به دلیل نزدیکی ترکیبات آن با سلول میزبان 
موجب بهبود روند اتصال، تکثیر و مهاجرت ســلولی می شود، )شکل 7-4(، 
(Chen, Xu et al. 2009). فنوتیپ و مورفولوژی سلول تا حدود بسیار زیادی 
به جنس داربســت خارج سلول )ECM( بستگی دارد.  تانگ و همکاران در 

ســال 2012 یافتند سلول های مزانشیمی کاشته شــده روی ورقه هایی از 
تاندون آشــیل گاوی تغییرات مورفومتریک داشته و کشیدگی در  هسته ها 
مشــاهده کردند. این خصوصیات ظاهری از ویژگی های  ســلول های فیبرو 
بلاســتی، فیبروســیتی و تنوســیت ها که موافق با یافته های پژوهش اخیر 

.(Tong, Shen et al. 2012) می باشد

پاورقی ها
1- Biocompatibility
2- Biofunctionality
3- Rotator cuff
4- Knee Extensor
5- graft
6- Acellular
7- phosphate buffered saline
8- Sodium Dodecyl Sulfate
9- Endotenonium
10 - Epitenonium
11-  Niche

نتیجه گیری
در این پژوهش با بررســی و ارزیابی خصوصیات بیو مکانیکی و ساختار 
بافتی داربست ســه بعدی ساخته شده و مقایســه با تاندون طبیعی گروه 
کنترل، مشخص گردید این داربست سه بعدی می تواند به عنوان گرافت در 

پژوهش های آتی برای پیوند با روش مهندسی بافت پیشنهاد شود. 

تشکر و قدردانی
این مقاله مستخرج از رســاله دکتری بافت شناسی مقایسه ای می باشد 
که با حمایت بخش بافت شناســی و معاونت پژوهشی دانشکده دامپزشکی 
دانشــگاه ارومیه صورت پذیرفته اســت، نویســندگان ایــن مقاله به دلیل 
حمایت هــای مالــی و معنوی از این طرح مراتب تشــکر و قدردانی خود را 

اعلام می دارند.
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