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تهيه هيدروژل درجا تشكيل شونده آنزيمي از كتيراي اصلاح شده شيميايي براي مهندسي 
  بافت غضروف 

  5زاده آتنا حجاري و 2، سميره هاشمي نجف آبادي3،4، مسعود سليماني*2فراهاني، ابراهيم واشقاني 1سلم توكلم

  اي مجتمع پژوهشي ايران مركزي، پژوهشگاه علوم و فنون هستهيزد، ايران،  1
  پزشكي گروه زيستدانشكده مهندسي شيمي، دانشگاه تربيت مدرس،  تهران،ايران،  2

  شناسي گروه خون ،دانشكده پزشكيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، ايران،  3
  گروه نانوتكنولوژي و مهندسي بافتياخته،  مركز تحقيقات فناوري بن تهران،ايران،  4

  گروه بيولوژي مولكولي و مهندسي ژنتيكياخته،  تهران، مركز تحقيقات فناوري بنايران،  5

  16/11/96 :تاريخ پذيرش           27/8/96: تاريخ دريافت

  چكيده

و براي استفاده در مهندسي بافت  تهيه ي اصلاح شده شيمياييراياز كتآنزيمي  سامانه درجا تشكيل شونده كدر مطالعه حاضر، ي
ي متيل گروههاي تيراميني با روش آمينوليزيز در محيط غيرهمگن به گروههادا براي اين كار ابت. غضروف ارزيابي شده است
، با يمريمحلول پل، آنزيم هرس راديش پراكسيداز و هيدروژن پراكسيد با دروژليه هيتهبراي  سپس. استري كتيرا پيوند زده شد

، دروژليه شيمياييخواص فيزيكوبرخي ضمن بررسي  ،ادامه در .مخلوط شدند دوتايي مجهز به مخلوط كن، استفاده از سرنگ
ي سلولهابه  در داربستشده  كپسول ي انسانيميمزانش ياديبن يسلولهاتوانايي زنده ماندن و تمايز  يتن برون يآزمونها

در اثر واكنش آنزيمي،  فنولي ي راديكالي هيدروكسيگروههابا مخلوط شدن عوامل تشكيل ژل، ايجاد . انجام شد ساز غضروف
قابل تنظيم در بازه ، هيدروژلهاژل شدن زمان . ي تيراميني و تشكيل هيدروژل گرديدگروههااد پيوند كوالانسي بين موجب ايج

 21زنده ماندند و در مدت زمان  شدني مزانشيمي انساني در حين فرآيند كپسوله سلولها درصد 95بيش از . دقيقه بود 2كمتر از 
ي بيان ژن، آزمونهانتيجه  همچنين. توانايي زنده ماندن خود را حفظ كردند اسلولهاز  درصد 75 بيش ازروز گرماگذاري، 

ساز  ي غضروفسلولهاكپسول شده در هيدروژل به ي مزانشيمي سلولهانشان داد تمايز  ،ترشح گلوكزآمينوگليكان هيستولوژي و
  . تني، رخ داده است در مجاورت محيط تحريك كننده تمايز، در طول دوره تمايز برون

  شونده آنزيمي، كتيرا، تيرامين، مهندسي بافت غضروف، تمايز سلولي  هيدروژل درجا تشكيل :كليدي ه هاياژو

  evf@modares.ac.ir: ، پست الكترونيك021-82883338: تلفن ،نويسنده مسئول* 

 مقدمه

 يجايگزين، خواص مطلوبشانبا توجه به  پليمرهاي طبيعي
پزشكي  ف زيستمناسب براي پليمرهاي سنتزي در مصار

كتيرا . )28, 1( شوند محسوب ميمانند مهندسي بافت 
نده روي يگونها اي از است كه از دسته طبيعي يساكاريد پلي

اين صمغ از . شود مي تراويدهدر محدوده تركيه تا افغانستان 
يك بخش محلول و يك بخش نامحلول متورم شونده در 

باسورين  ،بخش نامحلول تورم پذير. آب تشكيل شده است
تراگاكانتين يا تراگانتيك اسيد نام داده  ،و بخش محلول

 كتيرا،واحدهاي مونوساكاريدي تشكيل دهنده . شده است
 يلمت يداس يكگالاكترون- يدگالاكترونيك اسيد، - ديمل اش

 فوكوز- الو  گالاكتوز- يدزايلوز، - آرابينوز، دي- ، الاستر
بدنه اصلي تراگانتيك اسيد از مونومرهاي . ستنده
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يك يا آنها  از در برخيكه گالاكترونيك اسيد تشكيل شده 
جايگزين ، دو يا سه مونوساكاريد شامل جانبي  چند شاخه

تركيب  .)31 و 17( است  شده گروه هيدروكسيل ژنهيدرو
ي گروههادرصد مونوساكاريدها، درجه متيل استري شدن 

هاي  گونه صمغ تراويده از استيلي شدن در اسيدي و درجه
از ديرباز اين صمغ  .كتيرا متفاوت هستگياه مختلف 
طب سنتي داروسازي و  در صنايع غذايي، زياديكاربرد 
ايي و يشيمبا توجه به خواص مطلوب  .است داشته
گسترش كاربردهاي  در زمينه  پژوهشها، كتيرا ايييبيوشيم

 يسالهادر  يع غذاييو صنا در زيست پزشكي اين صمغ
از مطالعات انجام شده . )26( رشد زيادي داشته است اخير
از كوپليمر پيوندي  pHحساس به  توان به تهيه هيدروژل مي

براي رهايش دارو، تهيه  )24(آكريليك اسيد  پلي- كتيرا
براي  )23(الكل  وينيل پلي وز آميزه فيزيكي كتيرا نانوالياف ا

اليگو - تهيه نانوذرات كامپوزيتي كتيراو  درمان زخم
مطالعات  .براي رهايش ژن اشاره كرد )9( كيتوسان

سميت كتيرا بر روي  داده كهنشان  پژوهشگران تني برون
تني نسبت به  ي بنيادي انساني در محيط برونسلولها

پليمرهاي زيستي مانند كيتوزان و زايلوگلوكان كمتر است 
  . )28 و 8(

چسبندگي نشان داد كه  )8(فتاحي و همكاران نتايج مطالعه 
اي  شبكه گونه اصفهان انساني به كتيراي L929ي سلولها
. ، بهتر استيونياي شده  نسبت به آلژينات شبكهيوني شده 

با  سلولهادليل اين امر به برهمكنش مناسب 
هاي جانبي كتيرا، مانند  موجود در شاخه مونوساكاريدهاي

  . )8(فوكوز، نسبت داده شده است 

ي سلولهاتمايز استئوژنيك  )10(و همكاران  حائري
مزانشيمي انساني كشت داده شده بر روي داربست 

ژل شده يوني را بررسي  يهيدروژلي تهيه شده از كتيرا
در فرآيند  نقش مثبت كتيرا دهندهنشان آنها  مطالعه. كردند

به بود  ي بنيادي مزانشيمي انسانيسلولهاتمايز استئوژنيك 
، فعاليت آلكالين فسفاتاز و در طول فرآيند تمايز كه اي گونه

، Runx2ي ژنها محتواي كلسيم و همچنين ميزان بيان
Osteonectin  وOsteocalcin در مقايسه با كشت بر روي 

  .بيشتر بوده است كلاژن

پس از پيوندزني تيرامين به  ضراحتيم پژوهشي ، پيشتر
اي شده شيميايي  ي شبكههيدروژلهاساختار كتيرا، تهيه 

با ) In-situ forming hydrogel(تشكيل شونده در محل 
. )28 و 27 ،6(استفاده از واكنش آنزيمي را بررسي كردند 

و آنزيم  هيدروژن پراكسيد دروژل،يه هيته يبرا
مخلوط  عامل دار مريمحلول پلبا پراكسيداز راديش  هرس
راديش پراكسيداز موجب تجزيه پراكسيد  هرس. شدند

 راديكالهااين  گردد و ي پراكسيد ميراديكالهاهيدروژن به 
موجب يل فنولي، اتم هيدروژن هيدروكس با حمله به

ي گروههاپذير راديكال آزاد بر روي  تشكيل جايگاه واكنش
بين واكنش ديمريزه شدن  نتيجهدر . شود تيراميني مي

با تشكيل چندين پيوند ساختارهاي راديكالي ياد شده، 
، عامل دار هاي پليمر تيراميني بين زنجيره كوالانسي دي

  . گيرد سه بعدي هيدروژل شكل مي  شبكه

به بدن  مايع شكلبه  ،در محل تشكيل شونده يهيدروژلها
 شبه جامد /جامدبه شكل  نشوند و در شرايط بد تزريق مي
ي روشهابه كمك  هيدروژلهاتشكيل اين . آيند در مي

در  .)18 و 2(شود  مختلف شيميايي و فيزيكي انجام مي
اين آنزيمي براي تهيه   اخير استفاده از واكنش دهه

 ي آنزيميواكنشهازيرا ، مورد توجه قرار گرفته هيدروژلها
ي واكنشهااحتمال دهد،  ايط متعارف بدن رخ ميدر شر
غالباً بالاتر از ديگر آنها  سرعت و كم است جانبي

  . )18(ي شيميايي است واكنشها

ي كندروسيت توزيع سلولهابافت غضروف مفصلي شامل 
فيبر ها و  شده در شبكه برون سلولي غني از پروتئوگليكان

تنها ) كندروسيت(ساز  ي غضروفسلولها. كلاژني است
گوي ترميم و نگهداري شبكه برون سلولي  پاسخ يسلولها

در اثر صدمات  ي زياديانسانهاسالانه . ياد شده هستند
از . شوند مي هاي غضروفي دچار ضايعه... و فيزيكي، پيري 
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نداشتن رگ و  ي مانندبه دلايلطرفي بافت غضروف 
بنابراين  .دارد آسيبهامحدودي در ترميم  توانايي ،اعصاب
پيشنهاد شده  ي مفصليآسيبهاي مختلفي براي درمان روشها
توان به كاشت اندام  ي درماني ميروشها ترين مهماز  .است

فت غضروفي ساخته شده در محيط مصنوعي، كاشت با
به محل  سلولهابافت با تزريق  درجاي تني و ترميم برون

ي درماني كه نياز به روشها. )12 و 4( اشاره كرد عارضه
ساخته يا اندام مصنوعي  جراحي براي جاگذاري بافت پيش

. دنشو دارند، موجب ايجاد زخم و نارضايتي در بيماران مي
تني با اندازه  توليد بافت غضروف در محيط برون همچنين

از طرفي  .حيه آسيب ديده بافت دشوار استي ناويژگيهاو 
قرص فشرده سلولي (فشرده  به صورت سلولهاتزريق 

)Cell pellet (و يا توده سلولي)Micromass( ( به محل
به  سلولها محدوديت حجمي و چسبندگي به دليلعارضه 

به ) Cell suspension(و تزريق تعليق سلولي  محل عارضه
سيب ديده در محل ي آسلولهامشكل نگهداشت  دليل

در  ،بنابراين. رسد نمي به نظرباليني مفيد  مرحلهدر  ،تزريق
ي اخير توجه بسياري از پژوهشگران بر استفاده از سالها
داربست  به عنوان در محل هاي تشكيل شونده سامانه

متمركز  سلولهابراي حمل و كپسول كردن  بعدي تزريقي سه
 سلول در محلول ليقتزريق تع بادر اين فرآيند، . شده است

پليمر و عوامل فعال زيستي به بدن، داربست سلولي سه 
فضاي خالي محل تزريق را پر گيرد كه  بعدي شكل مي

ي سلولهابراي  و نقش ماتريس برون سلولي را كند مي
 به تدريجدر طول زمان درمان، . كند ميايفاء  كپسول شده

شح ماتريس برون سلولي مورد نياز خود را تر سلولها
 ،پذير بودن تخريب در صورت زيستداربست و كنند  مي

منابع . )25 و 12 ،3 ،2(شود  مصرف شده يا از بدن دفع مي
سلولي كه عمدتاً براي مهندسي بافت غضروف استفاده 

ي بنيادي مزانشيمي سلولهاو  كندروسيتهااند، شامل  شده
 روش يك ،ي كندروسيتسلولهاهر چند استفاده از  .هستند

يي محدوديتها، است غضروفي يآسيبها ترميم برايارزنده 
براي مثال، براي استخراج . براي اين روش وجود دارد

و برداشتن  ي تهاجميروشهاي اتولوگ نياز به كندروسيتها
 سلولهااين  است، دسترسي به قسمتي از بافت مفصل

 به دستاست و با اين روش تعداد كمي سلول  محدود
داراي ) ي كاملاً تمايز يافتههاسلول( سلولهااين  ،آيد مي

ي سلولهاو همچنين تكثير  تكثير پاييني هستندقدرت 
 كندروسيت در آزمايشگاه ممكن است موجب تمايز زدايي

 همواره بنيادي مزانشيمي يسلولها ،بين اين در. شودآنها 

داراي قدرت رشد و  سلولها اين زيرا ،اند بوده توجه مورد
رت قرار گرفتن در شرايط در صوتكثير بالايي هستند، 

آنها  و دسترسي به يابند تمايز غضروف به توانند مي مناسب،
ي اخير چندين مطالعه در مورد سالهادر . )13( راحت است
ي مزانشيمي كپسول شده در سلولهاتني  تمايز برون

ي كندروسيت انجام لولهاسي سه بعدي تزريقي به داربستها
  . )21 و 20 ،16 ،7 ،5(شده است 

درجا تشكيل تهيه هيدروژل پس از در پژوهش حاضر، 
 خصوصيات فيزيكوشيمياييبرخي سي ربر ،آنزيمي شونده

ي سلولهاماندن  ميزان زندهانجام شده و در ادامه  آن
روز  21ل در مدت زمان مزانشيمي كپسول شده در هيدروژ

ي كپسول سلولهاتني  و همچنين تمايز برون گرماگذاري
در حضور  كندروسيتي سلولهاشده در هيدروژل به 

   .عوامل تمايز دهنده ارزيابي شده است

  روشهامواد و 
اصفهان   از گونه تراويدهكتيراي خام ايراني  :مواد

)Astragalus gossypinus (داسازي از بازار تهيه و پس از ج
پراكسيداز،  راديش  هرس .، آسياب و ذخيره شدخالصيهانا

 (hydroxyphenyl-4)-2 ()تيرامين(آمين  اتيل فنيل هيدروكسي

ethylamine (tyramine) (آكريدين نارنجي ،)Acridine 

orange (AO)(پروپيديوم يديد ، )Propidium iodide (PI)( ،
-Insulin(سلنيوم - ترانسفورمين-دگزامتازون، انسولين

transfermin-selenium (ITS) (فسفات  و آسكوربيك بي
)Ascorbic acid bi-phosphate (آلدريچ، -از شركت سيگما

هيدروژن پراكسيد از شركت مرك، فاكتور رشد نوتركيب 
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 TGF-β1= Recombinant human transforming(انساني 

growth factor-beta 1 ( از شركت پپروتك و محيط كشت
) Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)(سلولي 

ديگر مواد آزمايشگاهي و . از شركت اينويتروژن تهيه شدند
تهيه و بدون همگي از درجه آزمايشگاهي  ،حلالها
پيوندزني تيرامين به كتيرا، با  .سازي استفاده شدند خالص

استفاده از روش آمينوليزيز غيرهمگن در متانول مطابق 
و  انجام شد )27(ه شده در مقالات پيشين روش شرح داد

با  با اسپكتروفوتومتري فرابنفش سازيوعامل دار ميزان
 )19(استفاده از روش پيشنهادي ساكاي و همكاران 

  .محاسبه شد

ابتدا براي تهيه هيدروژل،  :تهيه هيدروژل و زمان ژل شدن
 عامل دار كتيراي محلولمحلول آنزيم با غلظت مشخص به 

با استفاده از سرنگ دوتايي محلول ن ايو سپس  شده افزوده
براي تعيين  .پراكسيد مخلوط شد با محلول هيدروژن جفت

زمان ژل شدن از روش وارونه كردن لوله آزمايش استفاده 
مشاهده نشدن تغيير شكل پس از يك دقيقه  .)14(شد 

، نشانه تشكيل ژل ليتري ميلي 5ميكروتيوب وارونه كردن 
  .در نظر گرفته شد

ليتر  گيري تورم تعادلي، يك ميلي براي اندازه :تورم تعادلي
و ) M0(روش انجمادي، وزن شد  باهيدروژل خشك شده 

و  منتقل) =4/7pH(مولار  1/0سپس به محلول بافر فسفات 
 37دور بر دقيقه و دماي  150در گرمخانه با شدت لرزش 

ساعت،  48پس از . درجه سلسيوس گرماگذاري شد
هيدروژل بيرون آورده شده و پس از خشك كردن آب 

ميزان تورم . )Mt( سطحي توسط كاغذ صافي، وزن گرديد
تعادلي با تقسيم اختلاف وزن هيدروژل در هر زمان و وزن 

بر وزن اوليه هيدروژل خشك مطابق اوليه هيدروژل خشك 
  . آمد به دست 2رابطه 

  ) 2(رابطه 

0

0tM
degree swelling 

M

M
mEquilibriu


  

تخريب /براي بررسي رفتار تورم :تخريب برون تني/تورم
پس از تهيه هيدروژل به تني،  هيدروژل در محيط برون

 5در ميكروتيوب ) W0با وزن ( ليتر ميلي 1حجم 
ژل اضافه و هيدرو فسفات بهليتر بافر  ميلي 2يتري، ل ميلي

دور بر دقيقه  150محيط در گرمخانه لرزان با شدت لرزش 
هاي  در بازه. درجه سلسيوس گرماگذاري شد 37در دماي 

زماني معين، پس از خارج كردن محيط رويي، هيدروژل 
با تقسيم وزن  نسبت وزني هيدروژل. )Wt( وزن شد

مطابق رابطه  هيدروژل در هر زمان بر وزن اوليه هيدروژل
  . محاسبه گرديد 1

)         1(رابطه 
0

t

W

W
ratio W eight  

براي كپسوله كردن  :كپسول كردن سلولها در هيدروژل
كشت داده شده  مزانشيمي يسلولهادر هيدروژل،  سلولها

، توسط تريپسين جدا و پس از شمارش  در فلاسك
عامل  سپس مقدار مشخص محلول پليمر. سانتريفيوژ شد

افزوده و تعليق سلولي براي يكنواخت شدن چندين بار  دار
در شرايط مواد مورد نياز، سپس . پيپتاژ شد خيلي آرام

ي چاهكهامخلوط و به  ييسترون با استفاده از سرنگ دوتا
پس . ندشد گذاشتهگرمخانه  دراي منتقل و  خانه 24صفحه 

محيط كشت به  تريل يليم كيدقيقه،  10از گذشت 
ها دوباره به گرمخانه منتقل  صفحه شده و فزودها دروژليه

هر دو يا سه روز  ز،يتما ايكشت  نديدر طول فرآ. شدند
حجمي از محيط كشت رويي با محيط  درصد 80يك بار 

   .كشت مناسب جايگزين شد

 :توانايي زنده ماندن سلولهاي كپسول شده در هيدروژل
شده در ي كپسوله سلولهاتوانايي زنده ماندن  بررسيبراي 

آكريدين  زنده با-ردهآميزي م از روش رنگ ،هيدروژل
ق دستورالعمل شرح داده مطاب يدانارنجي و پريميديوم يد

پس از دو بار . استفاده شد )15( و همكاران شده توسط لي
ليتر محلول  ميكرو 300فسفات، شستشوي هيدروژل با بافر 

و پريميديوم يدايد در بافر فسفات با  نارنجيآكريدين 
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هيدروژل، در  بهليتر  ميكروگرم بر ميلي 20و  30غلظت 
دقيقه، هيدروژل سه بار  5پس از . اضافه شد اريك،شرايط ت

وي ميكروليتر بافر بر ر 500با بافر فسفات شستشو يافت و 
مقطع هيدروژل،  10از  سريعاً ،سپس. هيدروژل اضافه شد

مجهز  تصادفي توسط ميكروسكوپ فلورسانس به صورت
براي تعيين . تصويربرداري شدو قرمز  به فيلترهاي سبز

ي زنده و سلولهازنده يا مرده، از تعداد كل  يسلولهاتعداد 
آميزي شده ميانگين  مقطع رنگ 10مرده شمارش شده از 

ي سلولهاسيم تعداد كل سلولي از تق يمان زنده. گرفته شد
ي زنده و مرده محاسبه سلولهازنده تقسيم بر مجموع تعداد 

  . تصاوير با تلفيق فيلتر سبز و قرمز تهيه شدند .شد

ي مزانشيمي سلولهابراي بررسي تمايز  :تمايز غضروفي
 يسلولهاانساني استخراج شده از مغز استخوان به 

اين كردن  ، پس از كپسوله)كندروسيت(ساز  غضروف
ليتر  سلول بر ميلي 10 6با غلظت ) در پاساژ سوم( سلولها

و محيط عاري از سرم جنين گاوي اضافه ، هيدروژلدر 
با محيط تمايزي  سلولهاساعت گرماگذاري،  24پس از 
اف  جي انساني تي بينانوگرم فاكتور رشد نوترك 10داراي 

 10- 7ميكروگرم آسكوربيك اسيد بي فسفات،  50بتا يك، 
نانوگرم فاكتور رشد انساني  10 و دگزامتازونمول 

در مدت زمان آزمون . تغذيه شدليتر  در ميلي اف جي اف بي
با محيط تمايزي محيط كشت  يك بار روز 3هر ) روز 21(

براي مقايسه، تمايز  همچنين. گرديدجديد جايگزين 
براي اين كار، . تني قرص فشرده سلولي بررسي شد برون

از سطح  )پاساژ سوم( ي مزانشيميولهاسلپس از جدا كردن 
به ليتري حاوي تعليق سلولي  ميلي 15فلاسك، فالكون 

دور  13000با شدت  ،هزار سلول 300- 200حدود  تعداد
سپس، . دقيقه سانتريفيوژ شد 6 به مدت) g 400(بر دقيقه 

يك شب  به مدتاي شكل گرفتن قرص سلولي، محيط بر
محيط رويي  ر ادامه،د. گرديد صورت گرماگذاري به همان

در . جايگزين شدميكروليتر محيط تمايزي  700خارج و با 
ميكروليتر از  500 بار يك روز 3، هر طول فرآيند تمايز

  .جايگزين شدمحيط رويي با محيط تمايزي جديد 

شده پس ي كپسوله سلولها :ي مرتبط با تمايزبيان ژنها
مرتبط از  يژنها بيانپايان دوره معين تمايز، براي بررسي 

استخراج ريبونوكلئيك اسيد با . گرمخانه خارج شدند
 شركت كياژن ريبونوكلئيك اسيد استفاده از كيت استخراج

كار، پس از شستشوي هيدروژل با بافر  براي اين. انجام شد
. قطعه قطعه شد سط اسكراپر سترونفسفات، هيدروژل تو

از ليتر بافر فسفات اضافه و پس  ميلي 2مرتبه،  2سپس 
 25000دقيقه با شدت  8 به مدتچندين بار پيپتاژ، محيط 

در . دور بر دقيقه سانتريفيوژ و محلول رويي خارج شد
به به نمونه اضافه و محيط  ليتر بافر ليز كننده ميلي ، يكادامه
 همزده شديداً دقيقه توسط دستگاه ليز كننده بافت 5 مدت
 75ل، اتانول سپس با استفاده از كلروفرم، ايزوپروپان. شد

استخراج  ،راهنماي كيتمطابق با يونيزه و  و آب دي درصد
انجام گرفت و غلظت  سلولهامحتواي ريبونوكلئيك اسيد 

 .مشخص شد تفاده از اسپكتروفوتومتر فرابنفشبا اس آن
با استفاده از كيت سنتز كتابخانه  )cDNA( تهيه كتابخانه ژني

تروژن و مطابق اينويشركت ) وارون كريپتاز ترانس(ژني 
پرايمر رندوم در اين مرحله از . دستورالعمل كيت انجام شد

و آنزيم ترانسكريپتاز وارون  dNTPبافر مربوط،  ،هگزامر
)Reverse transcriptase enzyme (پس از اتمام . استفاده شد

 - 20مراحل، محلول كتابخانه ژني ساخته شده در دماي 
، از بعديدر مرحله . درجه سلسيوس نگهداري شد

ساخت شركت اينويتروژن، آنزيم برچسب زده مسترميكس 
اي  انجام واكنش زنجيره مرتبط براي شده و محلول پرايمر

 PCR thermo( دستگاه ترموسايكلر با استفاده از پليمراز

cycler (ي مرتبط با فرآيند تمايز ژنها منظور تكثيرب) كلاژن
I كلاژن ،II و اگركان 9، ساكس() Collagen I, collagen II, 

SOX9 and aggrecan.( براي ارزيابي بيان سپس. استفاده شد 
 درصد 2ژل فرآيند الكتروفورز با استفاده از  ي مرتبط،ژنها

انجام و تصويربرداري از ژل با استفاده از  وزني آگارز
  . شد  انجام UVIDocدستگاه 

  گلوكز ترشح  بررسي  و  ) هيستولوژي( شناسي   بافت
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كيفي ميزان  بررسي و شناسي بافت براي :ليكانآمينوگ
هاي مورد نظر پس از  نمونه، ترشح گلوكزآمينوگليكان
. ندتثبيت شد درصد 10در فرمالين  شستشو با بافر فسفات،

اتانول ي مختلف غلظتهااي با  مرحله به صورتسپس 
. ندو براي مراحل بعدي در پارافين نگهداري شد آبگيري

با آنها  و تهيه ها از نمونه قطعيم برشدر مرحله بعد، 
) Hematoxylin and eosin stain( ائوسينو  هماتوكسيلين

براي ) Safranin-O(او -سافرانين براي بافت شناسي و
. ندآميزي شد رنگبررسي كيفي ميزان ترشح گلوكز آمين 

آميزي شده براي ارزيابي كيفي توسط  رنگ سطح مقطع
  .داري شدوپ نوري بررسي و تصويربرميكروسك

  نتايج و بحث
در داربست هيدروژلي  سلولهادر فرآيند كپسول كردن 

شكل گيرنده در محل آنزيمي، تعليق سلولي در محلول 
محل مورد نظر تزريق  درپليمر و عوامل تشكيل ژل 

داربست سلولي سه بعدي شكل  جا گردد و در آن  مي
 داربست. كند فضاي خالي محل تزريق را پر ميگيرد كه  مي

را در طول  سلولهاياد شده توانايي نگهداري و همراهي 
با پذير بودن  تخريب زمان درمان دارد و در صورت زيست

ضمن تكثير و تمايز  سلولها، در حالي كه زمان گذشت
 كنند، ماتريس برون سلولي مورد نياز خود را ترشح مي

در زمان مناسب  بايد مطلوبداربست يك . گردد ميتجزيه 
تخلخل مناسب براي محتواي آب و داراي  ،شكل بگيرد

باشد، چسبندگي  سلولهاو مهاجرت  تبادل مواد مورد نياز
لازم براي اتصال به بافت اطراف را داشته باشد، داراي 

باشد،  سلولهاي فعال مورد نياز براي اتصال گروهها
 سازگار باشد و از نظر استحكام پذير و زيست تخريب زيست

در حين  سلولهاهمراهي يستي قادر بمكانيكي و فعاليت ز
  .سلولي باشد فرآيند رشد و ترشح ماتريس برون

سنجي  نتايج طيف مطابق :تهيه هيدروژل و زمان ژل شدن
 9/3سازي تيرامين روي كتيرا عامل دار فرابنفش، ميزان
راديش  هيدروژل، هرس تهيهدر فرآيند . درصد وزني بود

ي راديكالها به ژنپراكسيد هيدرو موجب تجزيه پراكسيداز
 فنولي گروهبه  راديكالها اين با حملهو  گردد ميپراكسيد 
. گيرند مي شكل فنوكسي آزاد يراديكالها، عامل دار كتيراي

چندين ختارهاي راديكالي ياد شده، واكنش بين سا در نتيجه
  شبكهو  ايجاد شدهبين زنجيرهاي پليمري  پيوند كوالانسي

زمان ژل شدن  .گردد تشكيل ميسه بعدي هيدروژل 
، ها با تنظيم غلظت پليمر، آنزيم و هيدروژن پراكسيد نمونه

اين زمان براي . بود دقيقه 2كمتر از  هدر محدود قابل تنظيم
براي كاربردهاي  در محل استفاده سامانه تشكيل شونده

 تشكيل شوندهي هيدروژلي داربستها. مطلوب است باليني
بگيرند تا از پخش  در محل بايد در زمان مناسب شكل

فرصت  سلولهامحلول در بافت اطراف جلوگيري شده و 
 يكنواخت در شبكه به صورت رسوب پيدا نكرده و

  . )27( قرار بگيرند هيدروژل

ي تهيه شده از هيدروژلهادرجه تورم تعادلي  :تورم تعادلي
بسته به غلظت پليمر،  مورد مطالعه در بازه عامل دار كتيراي

 .متغير بود 22- 16 محدودهآنزيم و هيدروژن پراكسيد در 
افزايش  به دليل ،آنزيم و پراكسيد با افزايش غلظت هيدروژن

روژل كاهش جه تورم تعادلي هيداي شدن، در دانسيته شبكه
 افزايش به دليلبا افزايش غلظت پليمر  همچنين،. يافت

ي كربوكسيلي گروههاتعداد  فشار تورمي ناشي از افزايش
  . رجه تورم تعادلي افزايش يافتآزاد، د

رفتار هيدروژل از نظر  :تخريب پذيري برون تني /تورم
از  پذيري و همچنين تخريبجذب آب سرعت و ميزان 

ار در انتخاب آن براي استفاده در ي تأثيرگذويژگيها
 تخريب /جذب آبنمودار رفتار . پزشكي است ستزي

نشان  1در شكل  )pH=7.4(در بافر فسفات سديم  هيدروژل
  .داده شده است

پوشي  نفوذ آب براي آب به دليلدر چند ساعت ابتدايي 
متورم با جذب آب هيدروژل هاي پليمري،  كامل زنجيره

به در ادامه،  .يابد وژل افزايش ميشده و نسبت وزني هيدر
تخريب برخي نقاط اتصال شيميايي و كاهش چگالي  دليل
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نسبت وزني شبكه، حجم شبكه هيدروژل و در نتيجه 
 به تدريج از طرف ديگر. كند افزايش پيدا مي هيدروژل

تجزيه و حل شدن  همچنينتخريب بيشتر شبكه و 

كه سه شب تدريجي موجب فروپاشي ،هاي پليمري زنجيره
كاهش  نهايتاً روندو  گشته يي از هيدروژلقسمتهابعدي در 

  .گردد ميشروع نسبت وزني هيدروژل 

  
: Pr، )ليتر واحد بر ميلي(آنزيم : Enz، )درصد وزني(پليمر : Polym؛ 4/7برابر  pHتيرامين در بافر فسفات با - رفتار تورمي هيدروژل كتيرا -1شكل 

  )مولار ميلي(هيدروژن پراكسيد 

اين روند تا تخريب و حل شدن كامل شبكه ادامه پيدا 
سرعت گردد،  مشاهده مي 1كه در شكل  همان طور. كند مي

تخريب هيدروژل با افزايش سرعت جذب آب و در ادامه 
تواند  اين مسئله مي. يافتغلظت هيدروژن پراكسيد كاهش 

از طرف . اي شدن نسبت داده شود به افزايش چگالي شبكه
ي بالاتر پليمر با غلظتهاتهيه شده در  يهيدروژلها ،ديگر

و پايداري بالاتري در مقابل  متورم شدهسرعت بيشتري 
افزايش سرعت جذب آب در . ندتخريب از خود نشان داد

تواند به افزايش فشار  مي عامل دار ي بالاتر كتيرايغلظتها
ي كربوكسيلي يونيزه شده روي گروههاتورمي ناشي از 

  . )29(پليمري نسبت داده شود هاي  زنجيره

 :توانايي زنده ماندن سلولهاي كپسول شده در هيدروژل
شده در  ي كپسولسلولهاآميزي  تصاوير حاصل از رنگ
 وزني كتيراي درصد 5/2 غلظت هيدروژل تهيه شده با

 15راديش پراكسيداز و  ليتر هرس واحد بر ميلي 5، عامل دار
در شكل  در طول دوره تمايزمولار هيدروژن پراكسيد  ميلي

  . نشان داده شده است 2

ساعت از  2پس از گذشت  سلولهادر حالي كه زنده ماني 
گيري شد،  اندازه درصد 96ميانگين  به صورت بارگذاري
 به به ترتيب يروز گرماگذار 21و  12، 2پس از اين عدد 

 .كاهش يافتدرصد  درصد 75و  درصد 82، درصد 94
كاران مطابق نتايج مطالعه انجام شده توسط پارك و هم

ي كپسول شده در هيدروژل تهيه سلولهاتمامي  تقريباً، )22(
 -سوكسينيك انهيدريد- شده از آميزه شيميايي تترونيك

در شرايط ) Tetronic-succinic anhydride-tyramine(تيرامين 
مولار هيدروژن  ميلي 5/18استفاده از غلظت كمتر از 

. ساعت گرماگذاري زنده ماندند 2پراكسيد، پس از 
از  درصد 9/76همچنين ژو و همكاران گزارش كردند كه 

ي مزانشيمي كپسول شده در ژل فيزيكي آلژينات، سلولها
اين نتايج  .)30(در روز بيست و يكم تمايز زنده ماندند 

سازگاري مناسب هيدروژل تهيه شده از  نشان دهنده زيست
  .كتيرا است

ي مزانشيمي سلولهادر اين مطالعه تمايز  :تمايز غضروفي
  تني با تمايز اين در هيدروژل در محيط درون  شده كپسول 
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  .شده است قرص فشرده سلولي مقايسه شكلدر  سلولها

  
ماني  و نمودار زنده) ميكرومتر 200: اندازه مقياس(روز گرماگذاري  12) ب(و  2) الف(تصوير سلولهاي كپسول شده در هيدروژل پس از  -2شكل

 .هاي مرده هستندنقاط سبز نشان دهنده سلولهاي زنده و نقاط قرمز نشان دهنده سلول. تني سلولهاي كپسول شده در هيدروژل در طول دوره تمايز برون

غضروف بر  زيتماقرص فشرده سلولي براي  كشتسامانه 
 شده يطراح ينيدر دوران جن  فروغض ايجاد نديفرآ اساس
 تراكم ،يغضروف زياساس تما ينيدر دوران جن. است
در  و غضروف ليمحل تشك يميمزانش يسلولهادر  يسلول

فرآيند تهيه قرص در . ي استتعامل سلول افزايش جهينت
كردن  سانتريفيوژ با يتراكم سلول فشرده سلولي،
و اين سيستم . يابد افزايش مي سلولهاسوسپانسيون 

به ) ميكرومس(ي مشابه مانند كشت توده سلولي سيستمها
 به صورتتوانند  محدوديت جرم و حجم، نمي دليل

. )7( ي باليني استفاده شونددرمانهادر بسياري از  مستقيم
ساختار مشابه ماتريس  داشتن با ي هيدروژليداربستها

كار مناسب براي ايجاد  يك راه به عنوان، خارج سلولي
بافت  در مهندسي سلولهامحيط سه بعدي مورد نياز 

ي تشكيل شونده در هيدروژلها .اند غضروف مطرح شده
 درتوانند  با سهولت نسبي مي ،محلول به صورت ،محل

ضمن  در فرآيند تشكيل ژل و تزريق شوند محل عارضه
فضاي خالي  ي معلق شده در محلول،سلولهاكپسول كردن 

 با توجه به خواص مطلوب .كنند را پر محل تزريق
به   يهيدروژلي داربستها لوژيكيفيزيكومكانيكي و بيو

مساعد براي رشد، تكثير و سه بعدي  يك محيط عنوان
تاكنون چندين مطالعه در خصوص تمايز  ،تمايز سلولي

ي هيدروژلهاي مزانشيمي كپسول شده در سلولهاتني  برون
تشكيل شونده در محل در حضور عوامل تحريك كننده 

 ،اين مطالعاتبا توجه به نتايج . تمايز انجام شده است
ل شده در محيط سه بعدي ي مزانشيمي كپسوسلولها

، در حضور عوامل تحريك كننده تمايز، در طول  هيدروژل
ي ژنها هاي تمايز غضروفي مانند بيان زمان تمايز نشانه

مرتبط با فرآيند تمايز غضروفي و ترشح گلوكزآمينوگليكان 
، تمايز حاضر در مطالعه .)21 و 11 ،7(اند  را نشان داده

ي مزانشيمي در حالت قرص فشرده سلولي و حالت سلولها
در هيدروژل تشكيل شونده در محل تهيه شده كپسول شده 

كيفي مقايسه  به صورتاز كتيراي اصلاح شده شيميايي، 
ي روشهابراي اثبات انجام تمايز غضروفي، . شده است

توان به بررسي  شود كه از اين موارد مي متنوعي استفاده مي
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، اگركان و IIكلاژن ( ي مرتبط با تمايز غضروفيژنها بيان
لاژن نوع گلوكزآمينوگليكان و ك ي ترشح، بررس)9ساكس 

II اشاره كرد هيستولوژي آناليز و.   

تصوير ژل  :بيان ژنهاي مرتبط با تمايز غضروفي
، II، كلاژن Iي كلاژن ژنها فورز مربوط به بيانالكترو

سلولي  قرص ي مزانشيمي،سلولهادر  9و ساكس اگركان 
 21ي كپسول شده در هيدروژل پس از سلولهافشرده و 

 تمايز در شكل عواملدر حضور تني  برونروز گرماگذاري 
  .نشان داده شده است 3

اگركان، اندازه قطعه محصول تكثير شده توسط پرايمرهاي 
و  121، 85، 190 به ترتيب 9و ساكس  II، كلاژن Iكلاژن 

در . استبازي  جفت 1000شاخص  اندازه و جفت باز 263
 مشاهده شد و بيبه خو Iي مزانشيمي بيان كلاژن سلولها

پس . نشد مشاهده 9، اگركان و ساكس IIكلاژن  اي از نشانه
سلولي در حضور  فشرده قرصروز گرماگذاري  21از 

بيان  به خوبي 9و ساكس  IIي كلاژن ژنها محيط تمايزي،
 .بيان نشد Iتري نشان داد و كلاژن  شد، اگركان بيان ضعيف

ي ولهاسلروز گرماگذاري  21در شرايط يكسان پس از 
بيان  9 و ساكس IIي كلاژن ژنها ،كپسول شده در هيدروژل

پيشتر پژوهشگران  .شدند ولي اگركان بيان مناسبي نداشت
ي مزانشيمي كپسول شده در سلولهاگزارش كردند كه 

هيدروژل تشكيل شونده در محل تهيه شده از صمغ ژلان، 
ي مربوط به ژنها ،مواجهه با عوامل تمايزيصورت تنها در 

  .)7( كنند ميايز غضروفي را بيان تم

 اثر عوامل مختلف بر درجه تورم تعادلي هيدروژل -1جدول 

درصد (پليمر 
  )وزني

واحد بر (آنزيم 
  )ليتر ميلي

هيدروژن پراكسيد 
  )مولار ميلي(

تورم تعادلي
درصد (پليمر 

  )وزني
واحد بر (آنزيم 

  )ليتر ميلي
هيدروژن پراكسيد 

  )مولار ميلي(
تورم تعادلي

0/1  5/7 0/15 5/19 0/2 5/7  5/7  3/18  
5/1  5/7 0/15 8/16 0/2 5/7  5/22  6/16  
0/2  5/7 0/15 9/18 0/2 0/5  0/15  3/19  
5/2  5/7 0/15 3/20 0/2 5/2  0/15  0/22  
0/4  0/5 0/15 1/18 5/2 0/5  0/15  8/20  

  
  

س 
ساك

9  

ژن 
كلا

II  ژن
كلا

I   ان
گرك

ا
ص   

شاخ
س  

ساك
9  

ژن 
كلا

II  ژن
كلا

I   ان
گرك

ا
ص   

شاخ
ص  

شاخ
س  

ساك
9  

ژن 
كلا

II  ژن
كلا

I   ان
گرك

ا
  

   
  )ج( )ب( )الف(

، قرص فشرده )الف(سلولهاي مزانشيمي كپسول شده در هيدروژل : صوير ژل الكتروفورز آگارز مربوط به بيان ژنهاي تمايزي كندروسيتت -3 شكل
  ) ج(و سلولهاي مزانشيمي ) ب(سلولي 
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-هماتوكسيلينآميزي  در اين مطالعه از رنگ :هيستولوژي
ائوسين براي بررسي هيستولوژي و مشاهده مورفولوژي 

  ). 4شكل (استفاده شد سلولها 

شود، در قرص فشرده  مشاهده مي 4گونه كه در شكل  همان
سلولي چگالي سلولها بيشتر است و در هر دو نمونه 
سلولها تقريباً به صورت يكنواخت در سطح مقطع پخش 

همچنين در هر دو نمونه سلولها تقريباً داراي . اند شده
حالت نسبتاً  تغيير مورفولوژي از. مورفولوژي كروي هستند
تر شدن اندازه سلولها به عنوان  كشيده به كروي و بزرگ

 .)30 و 11(اي از انجام فرآيند تمايز بيان شده است  نشانه

آميزي  رنگ 5در شكل  :ترشح گلوكز آمينوگليكان
هاي قرص  گلوكزآمينوگليكان مقطع گرفته شده از نمونه

فشرده سلولي و هيدروژل حاوي سلول در طول دوره تمايز 
  . نشان داده شده است

شود، در نمونه هيدروژل بدون  گونه كه مشاهده مي همان
الي ترشح چگ. گردد سلول، زمينه رنگ شده مشاهده نمي

گلوكزآمينوگليكان با افزايش زمان تمايز در هر دو مورد 
نمونه قرص فشرده سلولي و نمونه سلولهاي كپسول شده 

  .در هيدروژل، افزايش يافته است

  

  )ب( )الف(

رديف (روز تمايز  21، پس از )ب(و كپسول شده در هيدروژل ) الف(سلولهاي موجود در قرص فشرده سلولي  H&Eتصوير رنگ آميزي  -4شكل 
  ).40× ميكرومتر و بزرگنمايي  50اندازه مقياس : و رديف پايين 10× ميكرومتر و بزرگنمايي  200اندازه مقياس : بالا

  

سلولهاي كپسول شده در هيدروژل كه   همچنين، در نمونه
با محيط كشت عاري از عوامل تمايز دهنده تغذيه شده، 

گليكان نسبت به نمونه تغذيه شده ميزان ترشح گلوكزآمينو
دهنده  اين مسئله نشان. با محيط تمايزي بسيار ناچيز است

نقش تعيين كننده عوامل بيوشيميايي تحريك كننده تمايز 

تمايز . در فرآيند تمايز غضروفي است) فاكتورهاي رشد(
نيافتن سلولهاي كپسول شده در هيدروژل و همچنين قرص 

ذيه نشدن با عوامل تمايز فشرده سلولي در صورت تغ
دهنده، در مطالعات منتشر شده پيشين نيز گزارش شده 

  .)7(است 
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     هيدروژل قرص فشرده سلولي
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س
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21 

  )روز

   20× ميكرومتر و بزرگنمايي برابر  200: اندازه مقياس. ها آميزي گلوكزآمينوگليكان نمونه تصوير رنگ -5 شكل
  

از حالت نسبتاً غيير مورفولوژي ، تتوان گفت در مجموع مي
و افزايش  سلولهاتر شدن اندازه  كشيده به كروي، بزرگ

ترشح گلوكزآمينوگليكان با افزايش زمان گرماگذاري در 
موفق  اي از انجام شدن ، نشانهمجاورت عوامل تمايز سلولي

ي كپسول شده در سلولها فرآيند تمايز غضروفي آميز
يك گزينه  به عنوانبنابراين اين هيدروژل  .است هيدروژل

تواند مورد  اميدوار كننده براي مهندسي بافت غضروف مي
  .ارزيابي حيواني قرار گيرد

  گيري نتيجه

شده با گروه  عامل دار در اين پژوهش با اختلاط كتيراي
تيراميني، هيدروژن پراكسايد و آنزيم هرس راديش 

آنزيمي با  در محل تشكيل شوندهپراكسيداز، هيدروژل 

 2زمان ژل شدن قابل تنظيم در بازه زير . موفقيت تهيه شد
بيش  به مدتو هيدروژل در محيط بافر فسفات دقيقه بود 

 بيش ازدر شرايط مناسب تشكيل ژل، . ماه پايدار ماند 2از 
در حين فرآيند كپسوله كردن توانايي  سلولها درصد 95

روز  21زنده ماندن خود را حفظ و در مدت زمان 
. زنده ماندند سلولهااز  درصد 75 بيش ازگرماگذاري، 

ي كپسوله شده در سلولهاتني  نتيجه تمايز برون همچنين
روز گرماگذاري در حضور عوامل  21هيدروژل پس از 

تني نشان داد،  ايي تحريك كننده تمايز در محيط برونيشيم
براي  )كندروسيت(ساز  ي غضروفسلولهابه  تمايز سلولي

يدروژل رخ داده كپسول شده در ه مزانشيمي يسلولها
  . است

 منابع

 ،1394 ،.ايراني ش، .زندي م ،.شكرالهي پ ،.خالدي سخادمي  -1
كاپرولاكتون  كيتوسان روي داربست پلي-پوشش دهي ژلاتين

ي فيبروبلاست سلولهاسوپرامولكولي و بررسي تأثير آن بر رفتار 
 .512-500 ،28 ،هاي سلولي و مولكولي مجله پژوهش .موش

 ،1394 ،.منش ح، نادري .ع.شكرگزار م ،.تقدير م ،..يساقي اروشني  -2
ي سه بعدي بر پايه پپتيدهاي هيدروژلهاطراحي و ساخت نانو 

هاي  مجله پژوهش .هاي نرم خود آراينده جهت مهندسي بافت
 .538- 524 ،28 ،سلولي و مولكولي
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Abstract 

In the present study, an enzyme catalyzed in situ forming hydrogel based on chemically 
modified tragacanth was prepared and then evaluated for use in cartilage tissue 
engineering. For this purpose, firstly tyramine was conjugated on the galacturonic acid 
methyl ester units of gum tragacanth (GT) via ammonolysis of methyl ester groups in 
heterogeneous media. Then, the hydrogel was prepared by mixing of functionalized 
polymer, horseradish peroxidase (HRP) and hydrogen peroxide using a double syringe 
equipped with a mixing chamber. Then, cell viability of the encapsulated human 
mesenchymal stem cells (hMSCs) and in vitro chondrocyte differentiation of them, 
incubated in the presence of differentiation medium, were investigated. After mixing of 
the gel promoters, hydrogel formation was obtained due to enzyme catalyzed oxidative 
coupling reaction between phenolic groups of tyramine functional groups. The tunable 
gelation time of hydrogels was less than 2 minute. Viability of the encapsulated cells 
was more than 95% and 75% after 2 h and 21 days of incubation. The expression of 
chondrocytic genes and sulphated glycosaminoglycan indicated that the encapsulated 
hMSCs differentiated to chondrocyte cells during in vitro differentiation time. 

Key words: Enzyme mediated in situ forming hydrogel, Tragacanth, Tyramine, 
Cartilage tissue engineering, Cell differentiation. 

 


