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  چكيده
. ي در دندانپزشكي كـاربرد دارد     فاز عنوان يك ماده جانشين استخوان با تركيب فسفات كلسيم دو           استئون به  :هدف

 در محـيط    saos-2هاي شبه اسـتخواني      هدف از اين تحقيق بررسي تأثير اين ماده بر تكثير، نرخ بقا و تمايز سلول              
  .آزمايشگاهي و همچنين مقايسه آن با ماده سرازورب بود

 . سرازورب كـشت داده شـدند   در مجاورت دو نوع ماده پيوند استخوان استئون و       saos-2هاي    سلول :ها مواد و روش  
ها براي تعيين نرخ بقاي سـلولي         انكوباسيون در هر يك از نمونه      15در روز   . گروه كنترل شامل هيچ ماده پيوندي نبود      

  . و براي تعيين ميزان تمايز به استخوان از آزمون آلكالين فسفاتاز و آليزارين قرمز استفاده شدMTTاز آزمون 
نـرخ  . داري بالاتر از گروه كنترل بود      طور معني  ون و سرازورب فعاليت آلكالين فسفاتاز به      هاي استئ   در گروه  :نتايج

 در بـين دو گـروه اسـتئون و         .تـر بـود    داري در هر دو گروه تجربي از گروه كنترل پـايين           طور معني  بقاي سلولي به  
  .سرازورب ميزان تكثير سلولي گروه استئون بالاتر بود

 در محيط آزمايشگاهي نشان داد كه هر دو نوع ماده پيوندي استئون و سرازورب امكـان                  نتايج بررسي  :گيري نتيجه
 ماده پيوند استخوان سنتتيك اسـتئون در        .كند  را در محيط كشت فراهم مي      saos-2هاي   رشد، تكثير و تمايز سلول    

  . دادتري از خود نشان هاي مناسب  واكنششناختي مقايسه با سرازورب به لحاظ برخي خواص زيست
  

  شناسي  ، نرخ بقا، ريختsaos-2 مواد جايگزين استخوان، رده سلولي :كليدواژگان
  

   مقدمه-1
 اغلـب بـراي پركـردن محـل          دندانپزشـكي  هاي جراحيدر  
گرچـه  .  استخواني نياز به مـواد شـبه اسـتخواني داريـم           نقايص

ي اسـتخوان  خـصوصيات    خودي بـه لحـاظ    پيوندهاي استخواني   
 ماننـد وجـود مـواردي     اما   د،شو محسوب مي ترين حالت    آل ايده

  هـا از   درد ناشي از برداشت آن  شكال مرضي محل دهنده پيوند،    اَ

  
، اسـتفاده از ايـن      هـاي سـنگين جراحـي       محل و همچنين هزينه   
هـاي    امروزه گـزارش   .كند هايي مواجه مي   روش را با محدوديت   

مختلفي در مورد كاربرد باليني انواع مـواد جـايگزين اسـتخوان            
منتشر شده است كه نشان دهنده موفقيت كاربرد باليني اين مواد           

توانـد مـشتق از       مـي  اين مواد ]. 3-1[در علم دندانپزشكي است     
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]. 5،  4،  2،  1[د كاملاً مـصنوعي باشـد       انسان، گاو، گياهان يا موا    
يك عامل تعيين كننده مهم در موفقيت كـاربرد مـواد جـايگزين     
استخوان رفتار فيزيولوژيك و هيستولوژيك ايـن مـواد و نحـوه            

ها است كه    هاي استخواني ميزبان در مواجهه با آن       واكنش سلول 
 ، نرخ بقا، ميزان تكثير، فعاليت     شناسي   به اشكال مختلف ريخت   

هاي مربوط به بافت استخوان و موارد ديگر خود را نـشان             آنزيم
ــا  ]. 10-6[دهــد  مــي ــارچگي مــواد جــايگزين اســتخوان ي يكپ
عبارت بهترمواد پيوندي بـا بافـت اسـتخوان اطـراف پـس از               به

هـاي محيطـي اسـتخوان       كاشت دندان بستگي به فعاليت سـلول      
طـور   هـاي زنـده اسـتخواني بـه        دارد و مهاجرت و تكثير سلول     

هـاي فـوق و مـواد        اساسي تحت تأثير روابط متقابل بين سـلول       
مـواد پيونـدي اسـتخوان گرچـه از نظـر           ]. 11-8[پيوندي است   

خوبي توصيف شده ولي به لحاظ       خواص فيزيكي و شيميايي به    
ها و همچنين مقايسه مواد پيوندي مختلـف         سازگاري زيستي آن  

  .با هم كمتر مورد بررسي قرار گرفته است
  از جملــه مــواد(Cerasorb) و ســرازورب (Osteon)ئون اســت

اسـتئون  .  اخيراً به بازار معرفي شده اسـت       كهپيوندي مصنوعي است    
 :Beta Ticalcium Phosphate)تركيبي از بتا تري كلسيم فسفات 

B-TCP)  ــت ــسي آپاتي  (Hydroxyapatite: HA) و هيدروك
اي ه ـ هـايي سـطح گرانـول      صورت لايه  فسفات كلسيم به  . است

هـاي اسـتخواني در      سلول. هيدروكسي آپاتيت را پوشانده است    
هنگــام مواجهــه و تمــاس بــا ايــن مــاده بــه لحــاظ نــرخ بقــا،  

شناسي و تأثير آن در تمايز سلولي مورد بررسي چنـداني            ريخت
 بنابراين اين تحقيق با هدف بررسي تأثير مـاده          .قرار نگرفته است  

 و  saos-2 اسـتخواني    هاي شبه  استئون بر سازگاري زيستي سلول    
پاسـخ  .  طراحي شد  همچنين مقايسه آن با ماده پيوندي سرازورب      

  تواند بـه پيـشگيري از برخـي از مـشكلاتي كـه در               اين سؤال مي  
كـارگيري پيونـدهاي اسـتخواني نامناسـب در          اثر عدم موفقيت به   

در مطالعـه حاضـر بـراي       . آيد، كمك نمايد   كاشت دندان پيش مي   
   MTTهـاي كـشت سـلولي،         از روش  دهاهـداف ذكـر ش ـ    نيل به   

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) ،
، آليـزارين  (Alkaline Phosphatase: ALP)آلكالين فسفاتاز 

 . استفاده شد(Alizarin Red)قرمز 

  

 ها  مواد و روش-2
  . انجام شد(Experimental)مطالعه به روش تجربي 

  
   كشت سلولي-2-1

 Human Osteoblast-Like)هاي شبه استئوبلاستي انساني  سلول

Cells)   ردةsaos-2    درصـد   5گـراد و      درجه سـانتي   37 در شرايط 
CO2مل  در محيط كشت شاDMEM (Dulbecco’s Modified 

.Eagle Medium) (Gibco) FBS (Fetal Bovine Serum) 
(Gibco) 10  واحـد در    100استرپتومايسين  / سيلين  درصد، پني 

 بـار در    3محـيط كـشت     . انكوبه شـدند   (Gibco)هر ميلي ليتر    
 EDTA- توسـط تريپـسين    3هاي پاساژ    سلول. هفته تعويض شد  

(Ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA) (Gibco) از 
 سـلول در هـر چاهـك در    2×104كف فلاسك جدا و با چگـالي   

گـرم از مـواد پيونـدي         ميلـي  30 خانـه در معـرض       24هاي   پليت
ــتئون   و (Osteon®, Dentium, Republic of Korea)اس

مـدت    به(Cerasorb®, Curasan AG, Germany)سرازورب 
 بود  saos-2هاي   شامل سلول گروه كنترل   .  ساعت قرار گرفتند   72

  .ها قرار نگرفته بودند يك از مواد پيوندي در پليت كه تحت هيچ
  

   تعيين تكثير سلولي و نرخ بقا-2-2
آزمـون  . اسـتفاده شـد    MTT براي اين سـنجش از آزمـون      

MTT           براي سنجش ميزان يا نسبت تكثير سلولي كاربرد دارد و 
ه شــدن ســنجي بــر پايــه احيــا و شكــست براســاس روش رنــگ

شـود    انجام مـي   (Formazan)هاي زرد رنگ فورمازان      كريستال
پـس از اتمـام     .  درصد اسـت   98كه حساسيت اين روش بالاي      

  : به شرح زير انجام شدMTTزمون  آ15، در روز انكوباسيون
ها و شستـشو     پس از خارج كردن محيط كشت رويي پليت       

 MTT ميكروليتر PBS (Phosphate Buffer Saline) 100با 
 سـاعت در    4مـدت    هاي هر خانه اضافه شد و به       بر روي سلول  
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. گراد قـرار داده شـد       درجه سانتي  37 در   CO2انكوباتور حاوي   
 توسط سيستم سوكسينات دهيـدروژناز      MTTطي انكوباسيون،   

احيا و شكسته شدن ايـن حلقـه آنزيمـي موجـب            . شود مياحيا  
در داخـل   هاي آبي رنگ و غيرمحلول فورمـازان         توليد كريستال 

شود كه در زير ميكروسكوپ بـه راحتـي          سيتوپلاسم سلولي مي  
 سـاعت مـايع رويـي هـر خانـه           4بعـد از    . قابل تشخيص است  

 درصد  4/0 ميكروليتر ايزوپروپانول اسيد     100برداشته شده و با     
ــور . جــايگزين شــد انكوباســيون در حــرارت اتــاق و دور از ن

سيتوپلاسـم سـلولي   الكل باعث ليز .  دقيقه انجام شد 10مدت   به
 را  شده و خـروج فورمـازان غيرمحلـول از سيتوپلاسـم سـلول            

شود و اقدام بـه محلـول نمـودن رنـگ تـشكيل شـده                 مي سبب
در نهايت جـذب    . شود نمايد كه باعث رنگي شدن محيط مي       مي

  دسـت آمـده در     محلـول بـه  (Optical Density: OD)نـوري  
ــه620 ــانومتر ب ــوج مرجــع    ن ــول م ــوان ط    و (Reference)عن
 (Measurement)گيـري    عنوان طول موج اندازه     نانومتر به  492

  . ثبت شد(ELISA-Reader)گر الايزا  در دستگاه قرائت
  

  آزمون آلكالين فسفاتاز -2-3
عنوان يك پارامتر بـراي فعاليـت         آلكالين فسفاتاز به   فعاليت

  سـنجش  تي ـكبـراي ايـن منظـور از        . مطرح است استئوبلاستي  
استفاده  (Product No.85 Sigma–Aldrich) اتازآلكالين فسف

وسيلة محلـول تثبيـت كننـده        ها ابتدا به   در اين روش سلول   . شد
مـدت   بـه  سـپس  و شده تثبيت  ثانيه 30 استن به مدت     -سيترات

 (Diazonium)ديـازونيوم    محلـول نمـك    معرض در دقيقه 30
 مـدت  و به  شسته مقطر آب با بار دو ها سلول سپس .گرفت قرار

 .شـد  رنگ (Haematoxylin) هماتوكسيلين محلول با  دقيقه 3
 Phase Contrast ميكروسـكوپ  وسـيلة  هـا بـه   سلول سرانجام

 . انجام شـد J Imageافزار  نرم وسيلة به شمارش و بررسي شدند
  .شد مقايسه T- test آزمون وسيلة به يكديگر با نتايج ميانگين
  

  آزمون آليزارين قرمز- 2-4
مـدت ده دقيقـه تثبيـت         درصد به  1فرمالدئيد  ها با پارا   سلول

مـدت    درصد به  2ها با محلول آليزارين قرمز       سپس سلول . ندشد
ها بـا كلريـد      در پايان سلول  .  رنگ شدند  pH=1/4 دقيقه در    45

  . درصد دو بار شستشو شدند9/0سديم 
  

   تجزيه و تحليل آماري-2-5
) 5/15ه  نسخ (SPSSافزار   وسيله نرم  تجزيه و تحليل آماري به    

مقايسه آماري بين سه گروه توسط آنـوواي يـك سـويه            . انجام شد 
(One-way ANOVA)از آزمـــون .  انجـــام شـــدpost hoc 

(Tamhane)       هـا اسـتفاده شـد      براي ارزيابي اختلاف بـين گـروه .
05/0<Pدار بودن از لحاظ آماري در نظر گرفته شد عنوان معني  به.  

  

  نتايج-3
 در هـر سـه      saos-2خواني  هاي كشت شده شبه اسـت      سلول

شناسـي فيبروبلاسـت شـكل را از         گروه كنترل و تجربي ريخت    
  ).1شكل (خود نشان دادند 

  

  
  

  
  

 كه سه روز پس از كشت؛ ماده        saos-2هاي شبه استخواني رده       سلول 1شكل  
هـا   سـلول .  به آن افزوده شده اسـت      )ب(يا استئون   ) الف(پيوندي سرازورب   

ماده جايگزين استخوان به رنگ تيره      .  نشان دادند  شناسي دوكي از خود    ريخت
  )25 ×: بزرگنمايي). (فلش(شود  ديده مي
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عنـوان   آميزي آلكالين فسفاتاز و آليزارين قرمـز بـه         نتايج رنگ 
سازي نـشان داد كـه در برخـي          هاي معرف فرآيند استخوان    آزمون

 كـه   شـد هاي ارغواني مايل بـه قرمـز مـشاهده           مناطق كشت توده  
هـاي   هاي شبه استخوان نسبت به آنزيم      اكنش مثبت سلول  بيانگر و 

ها در هر سه گروه مشاهده شـد كـه           اين توده ). 2  شكل (بودفوق  

نمـودار نـشان    .  مقايسه شده است   ها با يكديگر   گروه 1در نمودار   
دهد كه مناطق فوق در گروه استئون نـسبت بـه هـر دو گـروه                 مي

. دهـد  د نـشان مـي    داري از خـو    سرازورب و كنترل افزايش معنـي     
هاي فوق در گـروه اسـتئون در         كه افزايش فعاليت آنزيم    ضمن اين 

  .داري افزايش يافته بود طور معني به مقايسه با گروه سرازورب
  

                                          
  

كـه نـشان دهنـده    (*) هاي قرمـز رنـگ    آميزي آليزارين قرمز توده  رنگ بهsaos-2هاي    به لحاظ واكنش سلول    )ب( و سرازورب    )الف( مقايسه دو گروه استئون      2شكل  
  )100 ×: بزرگنمايي. (واكنش مثبت به اين رنگ اختصاصي است در گروه استئون بيشتر است

  

  
  

  هاي تجربي و كنترل هاي مورد بررسي برحسب فعاليت ميتوكندري به تفكيك گروه  بين نمونهPost hoc نتايج آزمون 1نمودار 
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 كه در معرض مواد پيونـدي       saos-2هاي كشت شده     سلول
 روز بـراي    15استئون و سرازورب قرار گرفتند پس از گذشـت          

  جـدول  ). 1شـكل   ( مورد ارزيابي قـرار گرفتنـد        MTTبررسي  

هـاي تجربـي و       را به تفكيـك گـروه      MTT چگونگي توزيع    1
دهـد   كنترل با استفاده از آزمون آنـوواي يـك سـويه نـشان مـي              

)001/0<P.(
  
هاي تجربي نسبت به گروه كنترل     ؛ كاهش فعاليت فوق در گروه     هاي تجربي و كنترل    هاي مورد بررسي برحسب فعاليت ميتوكندري به تفكيك گروه          توزيع نمونه  1جدول  

  .شود ملاحظه مي
  

  هاي مورد بررسي گروه  MTTتجزيه و تحليل 
  آنووانتيجه آزمون  حداكثر  حداقل  انحراف معيار  ميانگين  تعداد

  36/0  14/0  087/0  256/0  12  سرازورب
  34/0  17/0  046/0  262/0  12  استئون
  60/0  49/0  049/0  528/0  12  كنترل

001/0<P  

  
هاي تجربي   براساس آزمون صورت گرفته تفاوت بين گروه      

بيشترين ميـزان نـرخ بقـاي       ). P>001/0 (دار بود  و كنترل معني  
پس از  ). 528/0±049/0(ود  هاي كنترل ب   سلولي مربوط به نمونه   

و ســـرازورب ) 262/0±046/0(هـــاي اســـتئون   آن گـــروه
هاي استئون و سرازورب     در گروه . قرار داشت ) 087/0±256/0(

داري  طـور معنـي    ميزان نرخ بقا در مقايسه بـا گـروه كنتـرل بـه            
بــين دو گــروه اســتئون و ). P>05/0(كــاهش پيــدا كــرده بــود 

 از لحاظ نرخ بقاي سلولي      داري اختلاف آماري معني   سرازورب
  ).P<05/0(وجود نداشت 

  

   بحث-4
 در  saos-2هـاي    در مطالعه حاضر سازگاري زيستي سـلول      

ــيط      ــرازورب در مح ــتئون و س ــدي اس ــواد پيون ــاورت م مج
  . بررسي شد(In vitro)آزمايشگاهي 

توانند تشكيل    مي  مورد استفاده در پيوندهاي استخواني     وادم
سازي و همچنين    رايندهاي استخوان ازطريق ف استخوان جديد را    

ها نشان داد كه نـرخ       يافته]. 13،  12[القاي تمايز تحريك نمايند     
هاي اسـتئون و سـرازورب در مقايـسه بـا            بقاي سلولي در گروه   

همچنـين بيـشترين فعاليـت      . كنـد  گروه كنترل كاهش پيـدا مـي      
ترتيـب در    آلكالين فسفاتاز در گروه سـرازورب بـود و بعـد بـه            

دهنـد   ها نـشان مـي     اين يافته . تئون و كنترل مشاهده شد    گروه اس 

كــه مــواد اســتئون و ســرازورب اگــر چــه نــرخ بقــاي ســلولي 
واسطه نتايج حاصـل از      تري نسبت به كنترل داشتند ولي به       پايين

 را در محـيط     saos-2هـاي     امكـان تمـايز سـلول      ALPفعاليت  
لـسايد  هـاي آ   هاي فوق موافق با يافتـه      يافته .كشت فراهم كردند  

(Alcaide)     ها گزارش كردنـد كـه       آن]. 10[ و همكارانش است
 در محيط كشت امكان چسبندگي و تكثير        HA/β-TCPتركيب  
كنــد، گرچــه واكــنش  هــاي استئوبلاســت را فــراهم مــي ســلول
. هاي فوق با ماده پيوندي افزايش مرگ سلولي را القا كـرد   سلول

تركيـب  عبارت ديگر با وجـود كـاهش نـرخ بقـاي سـلولي،                به
HA/β-TCPاز سازگاري زيستي خوبي برخوردار است .  

 و همكــارانش در مقايــسه رشــد ســلولي (Herten)هــرتن 
 از جملـه  TCP دريافتند كه تركيبـات حـاوي    HA  ،TCPروي  

ــرازورب  ــايو(β-TCP)سـ  (α-TCP) (Bio oss)آس - و بـ
 دهـد   نـشان مـي    HAافزايش نرخ بقاي سلولي را در مقايسه بـا          

نين گزارش كردند كـه بيـشترين ميـزان فعاليـت           ها همچ  آن]. 9[
ALP    مربــوط بــه گــروه توتودنــت (Totudent) و ســپس 

 و همكـاران    (Aybar)آيبـار    در همـين راسـتا    . سرازورب است 
هاي استئوبلاسـت اوليـه هماننـد گـروه          دريافتند كه سلول  ] 14[

  ].14[كنترل رشد معادلي بر ماده سرازورب دارند 
ونـد اسـتخوان از لحـاظ تغييـر در          ساختار شيميايي مـاده پي    

تواند بر تمايز سلولي و تشكيل       غلظت يون كلسيم در محيط مي     
مواد پيونـدي اسـتخوان كـه سـبب تـأمين           . استخوان اثر بگذارد  
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   و همكاراننادر ايوبيان  بررسي آزمايشگاهي استئون و سرازورب
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توانـد از تمـايز سـلولي و تـشكيل           غلظت يون كلسيم شود، مي    
 در فراسـاختار خـود      β-TCPتركيبات  . استخوان جلوگيري كند  

ــدا  ــسيم ن ــود كل ــد   كمب ــراي رش ــي ب ــل كم ــابراين تماي رد، بن
بنابراين باعث اختلال در بروز     . هاي آپاتيت جديد دارد    كريستال

  ].10[شود  ها نمي خصوصيات استئوبلاستي در سلول
نشان داده شده است كـه نـه تنهـا تركيـب شـيميايي مـاده                

و انـدازه خلـل و فـرج         (Prosity)پيوندي، بلكه ميزان تخلخل     
 در محـيط    saos-2هـاي    دي بر رفتار سلول   موجود در مواد پيون   
مـواد پيونـدي كـه داراي تخلـل         ]. 16،  15[كشت مـؤثر اسـت      

مناسب در ساختار خود هستند امكان تكثير و تمايز بهتر سلولي           
  .كنند را در محيط كشت فراهم مي

نتايج اين مطالعـه نـشان داد كـه هـر دو نـوع مـاده پيونـد                  
ايجاد رشد و تكثير تمـايز      استخوان استئون و سرازورب قادر به       

ها استئون به لحاظ برخي       است و از ميان آن     saos-2هاي   سلول
  .دهد خصوصيات زيستي واكنش بهتري را نشان مي

  

   تشكر و قدرداني-5
دانيم از جناب آقاي دكتـر احمـد حـسيني           بر خود لازم مي   

رياســت محتــرم مركــز تحقيقــات ســلولي مولكــولي دانــشكده 
پزشكي دانشگاه شهيد بهشتي كه امكان استفاده از تسهيلات آن          
مركز را براي انجام اين پروژه فراهم نمودند نهايت قـدرداني و             

  .عمل آوريم سپاسگزاري را به
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