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Abstract 
Background and Objective: Differentiation of bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMMSC) has studied in different cell lines. 
Variety of biochemical and topographic signaling could influence and 
change cells differentiation and proliferation of a special cell line. The 
aim of this study was to evaluate potential differentiating of BMMSC to 
neuronal-like cells. 
Materials and Methods: Freezed casting and freezed drying scaffolds 
of gelatin/polylactic-co-glycolic acid (PLGA) with iron nanoparticles 
(MNPs) and without iron nanoparticles (MNPs-free) was used as a 
three-dimensional topographic structure. BMMSC differentiation to 
neuronal-like cells by neurogenic culture was done in 20 days. BMMSC 
proliferation was studied by MTT assay. Gene expression of specific 
neuronal markers was studied by immunohistochemistry methods. In 
this study, one-way ANOVA, post hoc Tukey and Mann-Whitney 
nonparametric tests were used.   
Results: Gelatin PLGA- MNP freezed casting scaffold containing Fe 
nanoparticles provides a suitable structure for differentiation into 
neuron-like cells. The results of cell survival (Mean 0.7600 and 
standard deviation 0.02000 after 72 hours) and gene expression (Mean 
79.00 and standard deviation 1.000) showed that the rate of cell 
proliferation on freezed casting scaffolds containing nanoparticles is 
higher than that of freezed drying scaffolds (P<0.001). 
Conclusion: Freezed casting gelatin PLGA-MNP scaffold could be an 
appropriate choice for repair and regeneration of nervous system. 
Keywords: Bone marrow mesenchymal stem cells, Differentiation, 
Freezed casting, Freezed drying 
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 چکیده
                                 اسههههه   ا  مغههههه  م انشهههههیم  بنیههههه     سهههههی      تمههههه   : ههههههد  و مقدمههههه 

BMMSC (bone marrow mesenchymal stem cell ب ) بررسه   م  یه  سهی      هه    ر ه 
 سهی       تمه     و تکثیهر   ر ت اننهد  م  ت پ گرافیک و بی شیمی    م  ی  ه   سیگن ل. است شده

 برا  BMMSC ت ان    ارز  ب  ط  ع م ا   از هد . بگذارند تأثیر خ ص سی    ر ه  ک ب  بنی    
  است. ن رون  شب  سی      ب  تم   

-که  -لاک یهک  پی / ژلاتی   انجم    خشک و انجم    گر  ر      اربست از ه : روش و م ا 

 به  (  MNPs-free) آهه   نه ن ررا   بهدو   و( MNPs) آهه   نه ن ررا   ب ( PLGA) اسید گییک  یک
 نه رو   شهب   سهی       ب   BMMSC تم   . شد اس ف  ه بعد  س  ت پ گراف  س خ  ر  ک عن ا 
  MTT تست ب   BMMSC تکثیر می ا . شد انج م روز 02 مد  ب  ن روژنیک ه   محیط اثر تحت

 روش  مط  عه    ا ه    ر.  شهد  بررس  ا م ن هیس  شیم  روش ب  ن رو  خ ص م رکره   بی   و
 پ رام ر ههک نهه   آزمهه   و ANOVA  Post Hock Tukey طرفهه   ههک وار هه ن  آنهه  ی  آمهه ر 

Mann-Whitney شد اس ف  ه. 

 سه خ  ر  آهه   نه ن ررا   حه و   PLGA- NPs-ژلاتهی    انجمه     گهر   ر   ه    اربسهت  :ن   ج

 و 0022/2 میه نگی  ) سهی     بقه   ن   ج. کند م  فراهم ن رون  شب  سی      ب  تم    برا  من سب 
(  222/1 معیه ر  انحهرا   و 22/07 میه نگی  ) ژن   بی   و( س عت 00 از بعد 20222/2 معی ر انحرا 

 نه ن ررا   حه و   شهده  کسهت  فر ه    اربسه      رو  بهر  ه  سی ل تکثیر می ا  ک   هد م  نش  
 (.P<221/2) ب شد م  شده فر   ار   اربس     از بیش ر

 ان  ه    ت اند م  آه  ن ن ررا  ح و  PLGA-ژلاتی  انجم    گر  ر      اربست گیر :ن یج 

 .ب شد عصب  سیس م ب زس ز  و ترمیم برا  من سب 

 خشک انجم     گر  ر      اربست  اس   ا   مغ  بنی    سی      تم     کیید : ه   واژه

 انجم   
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 ...ژلاتین اگنتیکم نانو های داربست روی بر نورونها به استخوان مغز بنیادی سلولهای تمایز بررسی

 مقدمه
بزرگ، بازسازی طبیعی اعصاب آسیب  یبهایپس از آس

 محسوب می شوددیده همچنان یک چالش قابل توجه 
(. یکی از رویکرد های امیدوار کننده، مهندسی بافت 2،1)

است که در جایگزینی سلولهای آسیب دیده، فراهم نمودن 
لی( و فاکتورهای ماتریکس خارج سلولی )داربست سلو

(. از منابع سلولی مورد استفاده در 3ثر می باشد )ؤرشد م
سلولهای بنیادی مزانشیمی مغز استخوان به مهندسی بافت،  

(BMMSC)2 (، 4دسترسی آسان ) می توان اشاره نمود که
(، حفظ 5حجم بالای سلول های بنیادی در نمونه گیری )

اده در سلول پتانسیل طولانی مدت بنیادی بودن و استف
. از مزایای این سلول ها بشمار می رود( 6درمانی اتولوگ )

توانایی تکثیر و   BMMSCمطالعات نشان می دهد که 
( و مناسب ترین انتخاب برای 7تمایز به نورون را دارند )

(. 8باشند )می 1درمان بیماری های تخریب عصبی
برای ساخت  مناسبیک روش  3گری انجمادیریخته

 پلیمری یا سرامیکی متخلخل شبکه ای است های داربست
پلیمر مایع در قالب ریخته شده و سپس منجمد  که
گردد. پس از آن، نمونه در معرض خشک شدن قرار می
ز تنش های د و اگیرد تا حلال در شرایط خلا از بین برومی

چروک شدن و خشک شدن که ممکن است در هنگام 
گی و ترک گردد، خشک شدن طبیعی منجر به تاب خورد

( و 21مانند ژلاتین ) (. مواد زیستی 9)د جلوگیری شو
PLGA4 (22 به دلیل زیست تخریب پذیری و زیست )

می توانند چسبندگی، متخلخل  یساختارایجاد  سازگاری با
(، 21سلول های بنیادی آندومتر رحم ) تکثیر و تمایز

ی (، سلول های بنیاد23سلولهای استرومایی مغز استخوان )
 را حمایت نمایند( به عصب 24مزانشیمی ژله وارتون )

به دلیل سمیت  5(MNP) ت مگنتیک(. نانوذرا26،25)
 سلولی کم، ویژگی های مغناطیسی و سطح وسیع، به عنوان

در کنترل کننده انتقال دارو و ، حامل داربستهای سلولی،
(. در 27تشخیص بیماری ها مورد مطالعه قرار گرفته اند )

بر روی کشت دوبعدی  BMMSCلعه، تمایز این مطا

                                                                 

1. Bone marrow mesenchymal stem cells  

2. Neurodegenerative diseases 

3. Freezed casting 

4. poly (lactic-co-glycolic acid) 

5. Magnetic  Nano Particle 

(TCP)6 و کشت سه بعدی ریخته گری انجمادی 
(Freezed casting) و خشک انجمادی (Freezed 

drying) /ژلاتینPLGA ( همراه با نانوذرات آهنMNPs )
به سلول های  (،MNPs-free) و بدون نانوذرات آهن

 عصبی در حضور فاکتورهای رشد نوروژنیک ارزیابی شد.

 
 هاروش و مواد
 gelatin-PLGA- MNPsآماده سازی محلول و  MNPتهیه 

 و فرآیند خشک انجمادی و ریخته گری انجمادی

 در( III) آهن کلرید گرم 15/3 و( II) آهن کلرید گرم 1
 ، HCl) شد حل M 267/1 کلریدریک اسید لیتر میلی 211

Merck ، Kenilworth ، NJ .)میلی 211 آن به سپس 
، NaOH) شد اضافه مولار 2 سدیم یدروکسیده لیتر

Merck ،Kenilworth ،NJ). MNPs طریق از سیاه 
 25 مدت به دقیقه در دور 8111 در و کرده رسوب اتانول
 شدند داده شستشو اتانول با بار 1 و شدند سانتریفیوژ دقیقه

 پلیمری کامپوزیتی های محلول سازی آماده منظور به(. 28)
 گری ریخته  و انجمادی خشک یها داربست سنتز در

 A (Sigma, porcine ژلاتین کردن حل با  انجمادی،

Skin و )PLGA (sigma )استیک اسید لیتر میلی 21 در 
 محلول یک سانتیگراد، درجه 41 دمای در( v/v ٪81) آبی

 تهیه PLGA 5% (w/v) محلول یک و( w/v) %21 ژلاتین
( وزنی/وزنی) 1:8 نسبت با PLGA و ژلاتین پلیمرهای. شد

 14 مدت به سانتیگراد درجه 41 دمای در و شده مخلوط
 شود حاصل همگن ترکیبی محلول تا شدند زده هم ساعت

 تهیه های محلول به MNP( وزنی/وزنی) ٪1 سپس(. 29)
 انجمادی، خشک داربست تهیه منظور به. شد اضافه شده

 قرار درایر فریز دستگاه در ساعت 8 مدت به محلول
 تازه مخلوط انجمادی گری ریخته داربست تهیه رد. گرفت

 سانتی 5 ارتفاع و متر سانتی 1 قطر با قالب داخل شده سنتز
 تا شد ور غوطه مایع نیتروژن در سپس و شد ریخته متر

 دستگاه در جامد مخلوط. شود منجمد مخلوط بلافاصله
 C° دمای در( Christ Alpha 1-2 LD plus) فریزدرایر

 به Torr 5/1 در روز 1 مدت به ها نمونه .گرفت قرار -58
 حذف کامل طور به حلال تا شدند خشک یخ صورت

                                                                 

6. Tissue Culture Plate 
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و همکاران شمس  

 (. 11)شود
 استخوان مغز بنیادی های سلول استخراج

 روی بر کار مورد در شده ییدأت های دستورالعمل با مطابق
 صحرایی موش هفت از BMMSC آزمایشگاهی، حیوانات

. شد برداشت گرم 151-111 وزن به ماهه 1 ویستار نژاد نر
 قربانی( Avertin) کلروفرم حد از بیش استنشاق با موشها
 کشت محیط تزریق با بنیادی سلولهای و شدند

Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM/F12; Invitrogen, Carlsbad) تکنیک  به

استخوان ران جدا شدند. سوسپانسیون بدست فلاشینگ از 
سانتی متر  75سک کشت بافت در فلا BMMSCآمده از 

 ٪21همراه با   DMEM/F12میلی لیتر  15مربع حاوی 
(v/v) ( سرم جنین گاوFBS; Invitrogen)2،IU/ml211     

 استرپتومایسین در داخل IU/ml211  پنی سیلین و
 14( کشت داده شدند. پس از CO2انکوباتور )پنج درصد 

 حیطساعت، سلولهای غیر چسبنده برداشته شدند و م
  روز تعویض شد.  3هر  کشت

 داربست روی بر شده کشت های سلول چسبندگی

 و آهن نانوذرات با همراه انجمادی خشک داربست
 آهن نانوذرات با همراه انجمادی گری ریخته داربست

 دقیقه 41 مدت به اتانول( v/v) ٪71 در وری غوطه توسط
 قرار  UV اشعه تحت ساعت 1 مدت به و شدند استریل

 روی بر  BMMSC گذاری دانه منظور به. فتندگر
       محلول از استفاده با  BMMSC ها،داربست

trypsin–EDTA (0.25% trypsin and 0.1% 

EDTA )تریپسینه سانتیگراد درجه 37 در دقیقه 5 مدت به 
 دور 2511 در آمده بدست سلولی تک سوسپانسیون. شدند

 2×214 تراکم با ها BMMSC. شد سانتریفیوژ دقیقه در
 37 دمای در سپس و کاشته ها داربست روی بر سلول
. شدند انکوبه روز 1 مدت به CO2 ٪5 با سانتیگراد درجه

 ٪5/1 گلوتارآلدئید محلول در سلول حاوی های داربست
 آن، از پس. شدند فیکس اتاق دمای در ساعت 2 مدت به

 دمای در ٪211 تا ٪ 31  تدریجی های الکل در ها نمونه
. شدند خشک دقیقه 5 مدت به سانتیگراد درجه 37

 تصاویر و شده پوشانده طلا با ها نمونه  سرانجام
 kev 15 ولتاژ با SEM از استفاده با  آنها فراساختاری

 .گردید مطالعه
                                                                 

1. Fetal bovine serum 

 روی بر( Viability assay) ها سلول بقا میزان ارزیابی

 شده کست فریز و درای فریز های داربست

 نانوذرات بدون و آهن نانوذرات با ههمرا  PLGA/ژلاتین

 روش از استفاده با دوبعدی کشت با آن مقایسه و آهن
MTT  
 روی بر استخوان مغز بنیادی های سلول بقای میزان

 انجمادی گری ریخته و انجمادی خشک های داربست
 نانوذرات بدون و آهن نانوذرات با همراه  PLGA/ژلاتین

-(dimethylthiazoyl-2-yl-4,5)-3 از استفاده با  آهن

این ارزیابی در . شد بررسی mg/ml 5 غلظت با -2,5
بعد از  قرار دادن سلول ها در محیط  3و  1، 2روزهای 

کشت سه بعدی انجام گرفت. در زمان های ذکر شده، بعد 
خانه، محیط کشت  21از کشت  سلول ها در پلیت های 

 MTT میکرولیتر از  محلول 31خارج و به هر خانه حدود 
، C37°ساعت انکوباسیون در دمای  1اضافه شد. بعد از 

رنگ محیط به دلیل تولید کریستال های فورمازان به رنگ 
 DMSO1  میکرولیتر 111بنفش در آمد. سپس به هر  خانه 

نانومتر  571نمونه ها در طول موج نوری اضافه و جذب 
   با استفاده از دستگاه الیزا ریدر اندازگیری شد.  

 نورون به استخوان مغز بنیادی های سلول تمایز رسیبر

 و انجمادی خشک های داربست روی بر( عصبی سلول)

 نانوذرات با همراه  PLGA/ژلاتین انجمادی گری ریخته

 آهن

 یانجماد یگر ختهیو ر یخشک انجماد یداربست ها
خانه  21همراه با نانوذرات آهن  به پلیت PLGA ژلاتین/ 

ساعت  2بمدت  UV. سپس تحت اشعه انتقال داده شدند
نورون، سلول  سلول به استریل شدند. سپس برای تمایز

های خشک  های بنیادی مغز استخوان  بر روی داربست
همراه با PLGA انجمادی و ریخته گری انجمادی ژلاتین/

نانوذرات آهن و یا بدون نانو ذرات آهن و محیط کشت دو 
نه گذاری شدند. دا cell/well 421×5بعدی با تراکم 

 DMEM/F12+10%روز در محیط کشت  2سلولها بمدت 

FBS  1و% penicillin/streptomycin  .کشت داده شدند
سپس به هر گروه آزمایشی محیط کشت تمایز عصبی، 

نانوگرم در میلی  21میکرومولار،  5شامل رتینوئیک اسید 
رشد اپیدرمال، فاکتور رشد فیبروبلاستی و  فاکتور لیتر
میلی مولار ایزوبوتیل متیل گزانتین  5/1تور رشد عصبی، فاک

                                                                 

2. Dimethyl sulfoxide 
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 ...ژلاتین اگنتیکم نانو های داربست روی بر نورونها به استخوان مغز بنیادی سلولهای تمایز بررسی

میکرومولار آسکوربیک اسید افزوده شد. سلول ها  211و 
روز درمحیط کشت تمایز رشد یافتند و این  11به مدت 

روز یکبار تعویض شد. در زمان های مختلف   3محیط هر 
مورفولوژی  سلول ها به منظور تایید تمایز آنها  بررسی 

ر نهایت بیان ژنهای اختصاصی عصب با روش شد. د
 ایمنوهیستوشیمی مورد بررسی قرار گرفت.

 ایمنوهیستوشیمی بررسی

 انجام ایمنوهیستوشیمی بررسی ژنها، بیان بررسی منظور به
 میلی211 در پارافرمالدهید %4  محلول در ها داربست. شد

 در روز شبانه یک( PH 7.4) کاکودیلات سدیم بافر مولار
 ،%31 الکلهای از استفاده با و فیکس سانتیگراد جهدر 4

 قالب پارافین در و شده آبگیری %211 و 81% ،71% ،51%
گرما  درجه سانتیگراد 61نمونه ها تا دمای . شدند گیری

 Tritonداده شدند تا دپارافینه شوند. سپس با استفاده از 

X-1001%  (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA ) به
گرفتند. برش ها با  قراراتاق  دمای در دقیقه 21مدت 

دقیقه در  45شستشو داده شدند و بمدت   PBSاستفاده از 
NGS5%2   وBSA2%1  .سپس با بعنوان بلاکر انکوبه شدند

       Nestin Monoclonal Antibodyاستفاده از آنتی بادی اولیه 

(Rat-401) (Rat401 4D4), eBioscience™ (Invitrogen, 1:500)  به
  درجه سانتیگراد قرار گرفتند. 4در دمای ساعت  8مدت 

شستشو و با استفاده از آنتی بادی  PBSسپس سه بار با 
 ,Donkey Anti-Rat IgG H&L (Biotin)(Abcam فلورسنت  ثانویۀ

ab102180 1:500 )در اتاق دمای ساعت در 3مدت ه ب 

 TSA Kitشدند. سلول ها در  انکوبه تاریکی شرایط

(PerkinElmer, USA)  .شمارش  یبراتیمار شدند
 یبه طور تصادف یکروسکوپیم دانیسلولها، حداقل چهار م

 یهسته ها تعداد هر چاه مورد مطالعه قرار گرفت. یبرا
 هیثانو یباد یو آنت DAPIشده با رنگ  یزیرنگ آم

Donkey Anti-Rat IgG H&L (Biotin)  شمارش
 شده یزیرنگ آم یمثبت )سلولها ینسبت سلولها .ندشد

مثبت بر تعداد  یتعداد سلولها می( با تقسبا آنتی بادی ثانویه
. در هر ( محاسبه شدDAPI یزی)هسته رنگ آم کل سلولها

گروه به منظور تعیین میانگین و انحراف معیار هر آزمایش 
رنگ  یبه عنوان درصد سلولها جیو نتا سه بار تکرار شد

 .دیدگر نییمثبت در هر گروه تع یزیآم
                                                                 

1. Normal goat serum 

2. Bovine serum albumin 

 آماری تحلیل و تجزیه
تمام آزمایش ها حداقل با سه بار تکرار انجام شدند و 

 (Mean±SDها به صورت  میانگین انحراف معیار )داده
  SPSSگزارش گردید. آنالیز داده ها با  استفاده از نرم افزار 

(verdion 18 انجام شدند و )آنالیز واریانس  آزمونهای
و  Post Hock Tukeyو تکمیلی   ANOVAیک طرفه 

برای سنجش  Mann-Whitneyآزمون نان پارامتریک 
 Kruskal–Wallisتفاوت میان نمونه ها و رتبه بندی و 

test ستفاده شد. نمونه ا گروه دو ی مقایسه توانایی جهت
P-value 15/1 کمتر ازp ،*12/1pو ** 

112/1p***  به عنوان داده های معنی دار گزارش
 گردید. 

 

 نتایج
 های از داربست  SEM میکروسکوپ الکترونی ارزیابی

ارزیابی میزان انجمادی و  خشک و انجمادی گری ریخته

 بر روی داربستها  چسبندگی سلول

ساختار میکروسکوپی داربست های ریخته گری انجمادی 
 SEMبا استفاده از میکروسکوپ روبشی و خشک انجمادی

یه شده به روش های تهمورد مطالعه قرار گرفت. داربست
ریخته گری انجمادی و خشک انجمادی دارای تخلخل و 

 2 شکل) متشکل از منافذ بسیار بهم پیوسته می باشند
. کشت سلول های بنیادی بر روی (B و A قسمت

های  خشک انجمادی همراه با نانوذرات آهن و داربست
روز،  1پس از گری انجمادی همراه با نانوذرات آهن ریخته
این مطلب است که سلول ها به خوبی بر روی این بیانگر 

اند اما سلول داربست ها چسبیده، تکثیر و گسترده شده
های بنیادی بیشتری بر روی داربست ریخته گری انجمادی 
در مقایسه با داربست خشک انجمادی چسبیده و تکثیر 
یافته اند. نتایج نشان می دهد که داربست ریخته گری 

 2 شکل)سب تری  با سلول برقرار کرد انجمادی تعامل منا
 . (D و C قسمت
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 انجمادی گری ریخته( b) و انجمادی خشک( a)  روش از استفاده با شده سنتز داربستهای از الکترونی میکروسکوپ تصاویر .1شکل

 انجمادی گری ریخته( D) و انجمادی خشک (C)  های داربست روی بر استخوان مغز بنیادی های سلول کشت روز 1 از پس  الکترونی میکروسکوپ تصویر
 

 بررسی زیست سازگاری داربست ها

بررسی میزان بقای سلول های بنیادی مغز استخوان بر روی 
های خشک انجمادی و ریخته گری انجمادی داربست
همراه با نانوذرات آهن و بدون نانوذرات  PLGA  ژلاتین/ 

م گرفت. ساعت بعد از کشت انجا 71و  48، 14آهن، در 
های افزایش میزان بقای سلول نتایج حاصله نشان دهنده

 گری انجمادیریختهبنیادی مغز استخوان  بر روی داربست 
همراه با نانوذرات آهن در مقایسه با کشت PLGA  ژلاتین/

روزه  3دوبعدی )گروه کنترل( این سلول ها در طی دوره 

ترل و سه است. مقایسه میزان بقای سلول ها در دو گروه کن
بعدی بعد از گذشت یک روز، تفاوت معناداری را نشان 
نداد اما در دومین و سومین روز بعد از کشت سلول ها بر 
روی داربست ها، افزایش بقای  سلول ها بر روی داربست 

همراه با نانوذرات PLGA ژلاتین/ریخته گری انجمادی 
و  2نمودار )، معنی دار بود ا سایر گروه هاآهن در مقایسه ب

 .***(112/1p ** و12/1p( )2جدول 

 

 

همراه با PLGA  های خشک انجمادی و ریخته گری انجمادی ژلاتین/  بقای سلول های بنیادی مغز استخوان  بر روی داربستمیانگین و انحراف معیار  .1جدول 

 (SD: Std. Deviationو   M: Mean )هر گروه با سه بار تکرار( )  د از کشتساعت بع 71و  48، 14(، در n+castو   n+dryنانوذرات آهن )

control n+cast cast n+dry dry گروهها 

 

 متغیر

 

SD 

 

M 

 

SD 

 

M 

 

SD 

 

M 

 

SD 

 

M 

 

SD 

 

M 

ساعت 14 1/536 1/2311 1/44 1/12111 1/513 1/12255 1/47 1/12111 1/553 1/12255  

ساعت 48 1/543 1/11527 1/516 1/115774 1/546 1/12518 1/57 1/12111 1/566 1/12255  

ساعت 71 1/66 1/12111 1/58 1/12111 1/7 1/12731 1/76 1/11111 1/73 1/12518  
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با نانوذرات آهن همراه PLGA  ریخته گری انجمادی ژلاتین/ و  خشک انجمادیهای  داربستمقایسه میزان بقای سلول های بنیادی مغز استخوان  بر روی  .1 نمودار

(n+dry   وn+cast در ،)71و  48، 14 ( ساعت بعد از کشت. داده ها به صورت  میانگینMean±SD) گزارش گردید (12/1p112/1 ** وp)*** 

 

به نورون بر  مغز استخوان  نتایج تمایز سلول های بنیادی

 PLGAریخته گری انجمادی ژلاتین/ داربستروی 

 همراه با نانوذرات آهن 

جهت القاء سلول های بنیادی مغز استخوان  به نورون در 

محیط کشت دوبعدی و سه بعدی )بر روی داربست 

همراه با نانوذرات PLGA  ژلاتین/ ریخته گری انجمادی 

آهن( از فاکتورهای رشد رتینوئیک اسید، فاکتور رشد 

اپیدرمال، فاکتور رشد قیبروبلاستی و فاکتور رشد عصبی، 

 11ل گزانتین و آسکوربیک اسید به مدت ایزوبوتیل متی

مرفولوژی سلول ها در حین القاء  اتروز استفاده شد. تغییر

نورونی، روزانه سلول های کشت دو بعدی توسط 

 . سلول(1شکل) میکروسکوپ فاز کنتراست مشاهده شد

تمایز  از پس مغز استخوان  مزانشیمی استرومال های

مرفولوژی شبه فیبروبلاستی خود را از کم کم  عصبی،

 سلولی جسم کشیده با سیتوپلاسم دست دادند دارای

 گردیدند. سیتوپلاسمی زوائد چند یا یک دارای و کوچک

 بررسی ایمنوهیستوشیمی

بررسی بیان مارکر سطحی سلول های نورونی تمایز یافته 

 از سلول های بنیادی  مغز استخوان  با استفاده از آنتی بادی

)مارکرهای اختصاصی سلول  Nestinاختصاصی  علیه 

های نورونی( بر روی سلول های کشت سه بعدی 

انجام شد. نتایج ایمنوهیستوشیمی مارکر  )داربست ها(

Nestin ،11  روز بعد از القاء سلول های بنیادی مغز

نشان داده شده است.  3شکل استخوان  به نورونی در 

دهنده بیان بیشتر این مارکر  ایمنوهیستوشیمی نشاننتایج 

ریخته نورونی در سلول های تمایز یافته بر روی داربست 

همراه با نانوذرات آهن در مقایسه با گروه  گری انجمادی

که می تواند تاییدی بر چسبندگی بیشتر د های دیگر بو

، 1)جدول  سلولهای تمایز یافته بر سطح این نمونه باشد

 (.1 نمودار

 
 در حین تمایزبررسی مرفولوژیکی سلول  .2شکل

 کشیده سیتوپلاسم شکل، زوائد دندریتی طریق از که عصبی رده به در محیط کشت دوبعدی. تمایز (B) و بعد از القاء نورونی( A)تصاویر فاز کنتراست سلول های بنیادی مغز استخوان  قبل

 است. شده مشخص کوچک سلولی جسم و
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ریخته گری انجمادی همراه و  خشک انجمادی داربست نتایج ایمنوهیستوشیمی سلول های نورونی مشتق شده از سلول های بنیادی مغز استخوان  بر روی .3شکل 

 بیان شدند. فی()به جز کنترل من ها روز القاء در تمامی گروه 11بعد از  Nestinبا نانوذرات آهن. آنالیز ایمنوهیستوشیمی نشان می دهد که مارکر نورونی 

 

و  ایمنوهیستوشیمی سلول های نورونی مشتق شده از سلول های بنیادی مغز استخوان  بر روی داربست خشک انجمادیمیانگین و انحراف معیار  .2جدول   

 (SD: Std. Deviationو   M: Mean )ریخته گری انجمادی همراه با نانوذرات آهن  

Negative 

control 

Positive control Gel/PLGA 

freezed 

cast+nano 

Gel/PLGA 

freezed cast 

Gel/PLGA 

freezed 

drie+nano 

Gel/PLGA 

freezed dried 
 گروهها

 

 SD M SD M SD M SD M SD M SD M متغیر

 

2/518 

 

 

62/33 

 

2/518 

 

77/67 

 

2/111 

 

79/11 

 

2/518 

 

73/33 

 

1/111 

 

69/11 

 

1/181 

 

64/33 

 

 Nestinژن 
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ریخته گری و  خشک انجمادی داربست ارزیابی کمی نتایج ایمنوهیستوشیمی سلول های نورونی مشتق شده از سلول های بنیادی مغز استخوان  بر روی .2ر نمودا

 Gel/PLGAهن )حاوی نانوذرات آ PLGAژلاتین/ ریخته گری انجمادیدر داربست  نستینانجمادی همراه با نانوذرات آهن.نتایج نشان می دهد که بیان مارکر 

freezed cast+nano )در مقایسه با سایر داربست ها بیشتر می باشد .( داده ها به صورت  میانگینMean±SD) گزارش گردید (p<0.001،*** 

p<0.01.)** 

 بحث 
 نانوذرات با تیمار که داد نشان حاضر تحقیق مشاهدات

 بقای میزان و رشد روی بر زیادی تاثیر دارای آهن
 PLGA/ژلاتین هایداربست. داشت BMMSCs یهاسلول

 آهن ذرات نانو  دارای شد بررسی حاضر مطالعه در که
(MNPs) الکترونی میکروگراف تصاویر مشاهده. بود  

SEM، فریز های داربست در  پیوسته هم به منافذ وجود 
  سلولی خارج ماتریکس گسترش و افزایش باعث کست

 چسبندگی وجبم میتواند خود نوبه به که شودمی
 مهاجرت همچنین و داربست این در شده کشت هایسلول
 اساس بر. گردید داربست مختلف نواحی در هاسلول
 آهن ذرات نانو کردن اضافه حاضر تحقیق هاییافته

(MNPs )منافذ  گسترش و پیدایش موجب ماتریکس به 
 موجب که هرچند گردید جهت یک دارای و سویه یک

 و سویه یک منافذ. شود می نیز  افذمن این اندازه کاهش
 کشتی  ماتریکس سلولی جذب و تخریب باعث یکنواخت

 آهن ذرات نانو با گرفته شکل منافذ این همچنین. شود می
(MNPs )و  ها سلول چسبندگی و تکثیر افزایش موجب 

 اهمیت مطالعه این.  گردید BMMSCs هایسلول تمایز
 BMMSCs لهایسلو تمایز در (MNPs) آهن ذرات نانو
 پیشنهاد(. 12) دهد می نشان را عصبی های سلول به را

 ذرات نانو با همراه PLGA/ژلاتین های داربست شودمی
 و عصبی محیطی های آسیب درمان برای( MNPs) آهن

  هایافته این البته. رود بکار عصبی های سلول کاهش جبران
 قرار ییدتا مورد نیز حیوانی های آزمایش نتایج  توسط  باید
 بنیادین های سلول تمایز به محققین از تعدادی. گیرد

 های ویژگی حفظ و مختلف های بافت انواع به مزانشیمی
 انجمادی روش با نگهداری از بعد ها سلول این اختصاصی

 حیوانی های مدل در که هنگامی طوریکه به. اندکرده اشاره
 به گیرند قرار ها داربست روی بر بنیادین های سلول
  انجام هنگام در و اند یافته تمایز مانند استخوان هایبافت
 اند شده بافتی ترمیم موجب  انسان در بافتی های پیوند

 هایی ساختار روی بر BMMSCs های سلول کشت(. 11)
  نقش دارند قرار مغناطیسی های میدان تاثیر تحت که

  هیبریدی ماتریکس یک در را  آهن ذرات نانو حمایتی
 در. دهد می نشان سلولی مهاجرت و گسترش جهت

111 



 

 

 ...ژلاتین ماگنتیک نانو های داربست روی بر نورونها به استخوان مغز بنیادی سلولهای تمایز بررسی

 کاربردی نانوذرات هیدروداینامیک قطر میزان حاضر تحقیق
 سلولی، بقا میزان از حاصل نتایج. بود نانومتر 51 حدود
 انجام همکاران و Sahu توسط که است تحقیقی با مشابه

 و نبود دار معنی نانویی ذرات سمیت و سمیت میزان. شد
  ها سلول بقا میزان و تعداد تیمار، از دبع روزهای تا حتی
 بودن، دسترس قابل. بود کنترل گروه با مقایسه قابل

 برای سلولی ویژگی بودن اختصاصی و اندک رییپذآسیب
 آسیب درمان در که دهد می را رهنمود این نانوذرات این

  که زمانی عصبی سیستمیک های بیماری یا و عصبی های
 روند، بکار مناسب داربست یک با همراه بنیادین سلولهای

 بافت یک گیری شکل برای کمک به قادر نانو ذرات این
 و Hyung-Mun(. 13) باشند می ناحیه در جدید عصبی

 آنالیز و نتایج که داشتند اظهار خود تحقیقات در همکاران
 گروه های موش جمجمه اسکن و شناسی بافت های یافته

 های داربست یوندپ و استفاده که داد نشان آزمایشی
 به جمجمه در شده ایجاد های آسیب برای مغتاطیسی

 جدید استخوانی بافت تشکیل موجب داری معنی صورت
 کاربرد که دهد می نشان ها یافته. شود می هفته 6 طی در

 می جدید ابزار و روش یک عنوان به ها داربست از ترکیبی
 دیگر ای و استخوان بافت شده مهندسی های ترمیم در تواند
(. 14،15) باشند داشته کاربرد عصبی بافت مانند  بافتها

 نکات و موارد از یکی ها داربست در استفاده مورد ساختار
 این کاربرد و بافت مهندسی در که است مهمی بسیار

 دار جهت ساختار. گیرد قرار توجه مورد باید پیوندها
  منافذ اندازه مناسب درصد و یکنواختی میکرونی،

  ایجاد  باعث تواند می انجمادی گری ریخته هایستدارب
 مناسب های ویژگی ایجاد و داربست در مناسب استحکام
 تکثیر، برای  سلول کشت هنگام در  شیمیایی و فیزیکی

 با مقایسه در بنابراین. باشد سلولی تمایز و مهاجرت
 پیوسته هم به منافذ همکاران و Führmann مطالعات

 و منافذ ابعاد و قطر بودن همگن و ختیکنوا و ها داربست
 انجمادی گری ریخته های داربست دار جهت ساختمان

 گیری شکل زمان در داربست یکپارچگی حفظ در تواندمی
 سلولی های رفتار افزایش و حمایت و  جدید بافت یک

 تایید در(. 16،17) باشد موثر تمایز و مهاجرت تکثیر برای
 دیگر ای عده و Schemed های یافته حاضر،  تحقیقات

 تمایز عصبی های سلول اگر که دهد می نشان محققین از
 شوند سنتز مناسب مواد و جنس با ها داربست با یافته

 سیستم ترمیم برای جدیدی روش تواند می  بافت مهندسی
 مغناطیسی نانوذرات از استفاده همچنین(. 18) باشد عصبی

 پیشرفت باعث دتوان می بافت درمهندسی سلول، همراه به
 مربوطه ی ها بیماری در عصبی های پیوند انواع توسعه و

 (.  19،31) گردد
 

 نتیجه گیری 
 حاوی PLGAژلاتین/ انجمادی گری ریخته داربست

 تقویت، برای  مناسبی انتخاب تواند می آهن نانوذرات
 .باشد عصبی سیستم در بازسازی و ترمیم

 

 تشکر و قدردانی
وب طرح تحقیقاتی پژوهشی نتایج تحقیق حاضر مص

  1417616شماره  دانشگاه علوم پزشکی البرز مصوب
است. بدین وسیله ازمساعدت معاونت محترم پژوهشی  
دانشگاه علوم پزشکی البرز و مشارکت آفای دکتر علی 

فرناز قربانی از پژوهشکده مواد و  زمانیان و خانم دکتر
 قدردانی می گردد. و ج تشکررانرژی ک
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