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 چکیده

های پروژنیتور قلبی، مورد در این پژوهش، تهیه یک داربست ترکیبی با دارا بودن شرایط مورد نیاز جهت رشد، تکثیر و تمایز سلول :هدف

 توجه قرار گرفت.

ترین  و با بیش 30به  70ترکیبی با نانوفیبرهای موازی از پلیمرهای پلی کاپرولاکتون و ژلاتین با درصد ترکیبی داربست  ها: مواد و روش

گونی نانوفیبرها با ماتریکس خارج سلولی قلب توسط روش الکتروریسی  شباهت از لحاظ ساختار موازی نانوفیبرها، قدرت الاستیسیته و هم

های زاویه تماس و آنالیز استحکام مکانیکی در جهت نانوفیبرها، داربست یکروسکوپ الکترونی و آزمونتهیه شد. با استفاده از تصاویر م

ترین مشخصات مورد نیاز جهت داربست قلبی، مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت از آزمون  منظور دارا بودن بیش ترکیبی ایجاد شده، به

Real time-PCR ای مرتبط با تمایز سلولهمنظور بررسی میزان بیان ژن به( های پروژنیتور قلبیMYH-6, TTN and CX-43) 
 استفاده شد.

های زاویه تماس و آنالیز استحکام مکانیکی نشان داد که داربست از نظر چسبندگی و  استحکام شرایط مناسبی برای کشت آزمون نتایج:

های کشت داده های مرتبط با ضربان سلولنیز نتایج خوبی از بیان ژن Real time-PCRهای پروژنیتور قلبی را دارا بوده و آزمون سلول

 شده بر روی داربست را در برداشت.
-زمان های خاصی مسئول همهای بدن در داشتن ضربان است که ژنترین تفاوت سلول قلبی با سایر سلولجاکه مهم از آن گیری: نتیجه

های پروژنیتور قلبی و تواند گزینه مناسبی برای القای تمایز سلولداربست تولید شده میسازی آن هستند، نتایج این پژوهش نشان داد که 

 مهندسی بافت قلب باشد.

 بافت قلب یمهندسهای پروژنیتور قلبی،  های قلبی، داربست الکتروریسی، سلولبیان ژن کلیدی:گان ژوا

mailto:babakbari@ut.ac.ir
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 مقدمه

درصد از مرگ و ناتوانی در  40که تقریبا  طوری بهشوند ومیر در دنیا محسوب می های قلبی یکی از دلایل عمده مرگیماریب 

میلیون از  17.3تر از  ، بیش2013های انجام شده در سال (. طبق تخمین1گیرند )کشورهای پیشرفته و جهان سوم را در بر می

یلیون افزایش م 6/23به  2030رود که این میزان در سال های قلبی بوده و انتظار میهای گزارش شده مربوط به بیماریمرگ

که بنا  های پیشرفته در بدن ماست که وظیفه پمپاژ خون به سرتاسر بدن را برعهده دارد. زمانی (. قلب یکی از ارگان2یابد )

که  جائی میرند و از آنهای آن قسمت از بافت میخوبی انجام نشود، سلول قسمتی از بافت قلب به هر دلیلی، خونرسانی به به

شود شد. در نارسایی قلبی، عملکرد قلب نیز مختل مینایی ترمیم ندارند، شخص دچار نارسایی قلبی میهای قلبی تواسلول

های زیادی در بیماران دارای نارسایی قلبی انجام شده است که برخی از جمله مصرف دارو،  (. از گذشته تاکنون درمان3)

میکر و درنهایت پیوند قلب، تهاجمی هستند  نده قلبی، پیسکن چون آنژیوپلاستی، دستگاه حمایت غیرتهاجمی و برخی نیز هم

های خود را از دست داده است، که قسمتی از سلول کمک به قلب است که باوجود اینها هدف اصلی، . در این روش(5، 4)

کدام راه حلی برای  کرد خود را بهبود بخشد و توسط دارو تا حدی از پیشرفت بیماری جلوگیری شد، ولی هیچ تاحدی عمل

علت کمبود  شود، بهمرحله آخر استفاده می کنند. در نهایت پیوند قلبی نیز که در بیمارانترمیم بافت از دست رفته ارائه نمی

های اخیر، دانشمندان های زیادی شده است. لذا در سالطور واکنش سیستم ایمنی بدن دچار محدودیت اهدا کننده و همین

ی هاهای نوین، سعی بر آن است که سلول(. در روش5اند ) درمانی و مهندسی بافت رفتهچون سلول های نوین همسراغ روش به

های مورد استفاده است دیده یکی از روش محل آسیب های بنیادی بههای مرده شدند. تزریق سلولزنده بتوانند جایگزین سلول

 . (6دیده و یا تزریق شریانی صورت گیرد )تواند از طریق تزریق مستقیم به قسمت آسیبکه می

محل مورد  ها بهدرصد از سلول 15که در صورت تزریق به شریان کرونری، تنها  طوری ها مشکلاتی نیز در بردارند، بهاین روش

علت  رسند ولی بهها به قسمت موردنظر میکه اکثر سلول تزریق مستقیم به بافت نیز با وجود این ( و در صورت7نظر رسیده )

کرد مناسب خواهند بود. لذا ترکیب داربست و  ها دارای عملعدم وجود داربست مناسب برای تغذیه و رشد، میزان کمی از آن

(. داربست مناسب جهت مهندسی بافت قلب باید 10-8باشد )تواند گزینه مناسبی برای درمان های پروژنیتور قلبی میسلول

 های ذیل باشد: دارای شاخصه

توان به های الکتروریسی و یا پرینت سه بعدی مینواخت تشکیل شده باشد. توسط روش گون با قطر یک از نانوفیبرهای هم

 .(12، 11داربستی با این مشخصه دست یافت )

یابند و همین باعث شده نیکی در جهت خاصی انتقال میگرد باشد، یکی از خواص عضله قلبی آن است که بارهای مکا ناهمسان

صورتی  به توان حرکت نازل را . در روش پرینت سه بعدی می(14، 13گردی داشته باشد ) که داربست قلبی، خواص ناهمسان

(. الکتروریسی بر روی ماندرول چرخان نیز یکی 8ریزی کرد که در نهایت داربستی متشکل از نانوفیبرهای موازی داشت ) برنامه

 (15، 13باشد )تر از روش پرینتر سه بعدی میهای تولید داربست نانوفیبری موازی است که از نظر هزینه نیز مناسباز روش

وار تحت نیروی کششی حاصل از  صورت مداوم و سیکل که بافت قلبی به جائی سب داشته باشد، از آنچسبندگی و استحکام منا

ها باشد، لذا داربست مناسب باید بتواند این میزان کشش را تحمل کند و در طول زمان ترمیم، از سلولانقباض و انبساط می

کیلو پاسکال در زمان دیاستول با کشش  20تا  10در حدود ی قلبی، مدول یانگی (. ماهیچه16حمایت مکانیکی داشته باشد )

کیلوپاسکال در قلب  300تا  200کیلو پاسکال در عضله قلبی سالم و تا  50درصد دارد که در پایان دیاستول تا  10کمتر از 

بافت قلب بسیار های انقباضی یابد. بنابراین داشتن یک داربست الاستومر برای استفاده در سیکلآسیب دیده افزایش می

پذیری قابل کنترلی را نیز دارا  تنها خواص مکانیکی خوبی دارند بلکه نرخ تخریب (. پلیمرهای مصنوعی نه17مناسب است )

داشتن خواص  هاست که بهی پلی یورتان( ، یک پلیمر مصنوعی از خانوادهPCLکاپرولاکتون) (. پلی17، 15باشند )می
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تواند شرایط مناسبی که ذاتا هیدروفوب است نمی جائی ( ولی در عین حال از آن18ه است )الاستومری خیلی خوب شناخته شد

تواند هر دو فاکتور چسبندگی و جهت چسبندگی سلول مهیا کند، لذا ترکیب آن با یک داربست طبیعی همچون ژلاتین می

بسیار بالایی دارد. درصد انتخابی ترکیبی باید  استحکام مکانیکی را ایجاد نماید. البته درصد ترکیب این دو پلیمر نیز اهمیت

ای باشد که داربست علاوه بر داشتن استحکام مکانیکی، چسبندگی سلولی مناسبی نیز داشته باشد و در عین حال نیز گونه به

 (. 17، 15گون باشد ) هم

و ژلاتین با درصد ترکیب مناسب توسط روش  PCLپلیمر  2در این مطالعه با ساخت داربست نانوفیبری ترکیبی از 

 های پروژنیتور قلبی ایجاد شد.الکتروریسی با ماندرول چرخان، سعی شده که داربست مناسبی جهت کشت سلول

اند، تشکیل شده است که هر لایه که از ماتریکس خارج سلولی ساخته ی قلبی از چندین لایه که روی هم قرار گرفتهعضله

(. لذا با استفاده از روش الکتروریسی بر روی ماندرول چرخان 19باشد )راستا می ل از نانوفیبرهای موازی و همشده است، متشک

، بستر نانوفیبری تشکیل دهنده بافت قلبی 1توان به ساختاری مشابه با ماتریکس خارج سلولی قلبی دست یافت. در شکل می

 قابل مشاهده است.

ت، یکی از عوامل مهم دیگر در بررسی کاربردی بودن داربست ایجاد شده جهت کشت علاوه بر ساختار فیزیکی داربس

های مهم  باشند. زیرا یکی از ویژگی سازی انقباض قلبی می زمان مرتبط با همهای میزان بیان ژن های قلبی، بررسی سلول

 TTNین پژوهش میزان بیان سه ژن باشد. در ا رسانی به کلیه اعضا می ها جهت خون زمان آن های قلبی انقباض هم سلول

دهنده پروتئین )تشکیل GJAIو  (Alpha-MHCدهنده پروتئین )تشکیل MYH-6، (Titinدهنده پروتئین  )تشکیل

Connexn-43) های پرونیتور قلبی کشت شده بر روی داربست، توسط روش  در سلولReal time-PCR بررسی شد. 

 

 ها مواد و روش

تهیه شده از  IMDMو محیط کشت  A(، ژلاتین خوکی نوع PCL (MW 80,000 g/mol)کاپرولاکتون ) پلی مواد: 

( تهیه شده از مرک و آمینواسید، PBSسیگما آلدریچ، اسیداستیک، اسیدفرمیک، گلوتارآلدهید، اتانول و فسفات بافرسالین )

مواد مورد  Gibco( خریداری شده از FBSنین گاوی )گلوتامین تهیه شده از اینویتروژن و در نهایت سرم ج سیلین و ال پنی

 های پروژنیتور قلبی نیز از پژوهشگاه رویان تهیه شدند.باشند. سلولاستفاده در این پژوهش می

دست آوردن  در ابتدا برای به دار: دست آوردن پارامترهای بهینه الکتروریسی جهت تهیه داربست نانوفیبری جهت به

آلمـان بـا    MERKدرصـد، حـلال را کـه ترکیبـی از اسـیدفرمیک و اسیداسـتیک تهیـه شـده از          14محلولی با غلظت پلیمر 

الکتریـک بـالاتری دارد و بـرای الکتروریسـی      دی فرمیـک اابـت   جاکه اسید ( )از آن20است را آماده کرده ) 3به  7های  نسبت

آوردن پارامترهـای بهینـه جهـت الکتروریسـی و      دست تری در حلال استفاده شد(. سپس برای به بیش میزان تر است بهمناسب

تهیـه   Sigma Aldrichخوکی که هر دو از کمپـانی   Aو ژلاتین نوع  PCLگون، پلیمرهای  داشتن نانوفیبرهای موازی و هم

ساعت بـر روی اسـتیرر بـا     1مدت  و سپس بهحلال اضافه شد  مخلوط شده و به PCL/Gelatin=70/30شده بودند با نسبت 

دقیقه و بدون اعمال حرارت قرار داده شد. برای تهیه داربست از محلول تهیـه شـده، از روش الکتروریسـی     بر دور 500سرعت 

ای هـا بـر   چرخان یکی از بهترین انتخاب استفاده شد. برای داشتن نانوفیبرهای موازی از ماندرول چرخان استفاده شد. ماندرول

دهد. از جمله مزایـای   کننده دستگاه الکتروریسی است که با توجه چرخش، امکان تولید نانوالیاف یکنواخت را می سیستم جمع

یافتگی نانوالیاف با تنظیم سرعت چرخش  نواختی بالا و امکان تنظیم میزان آرایش یابی به یک توان به امکان دست این روش می

دور در دقیقـه   3500هـای چـرخش متغیـر تـا      با ابعاد مختلف و بـا سـرعت   ها ماندرولاشاره کرد. در حال حاضر انواع  ماندرول
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دست آوردن پارامترهای بهینه الکتروریسی، با تغییر نرخ تغذیه، فاصـله   در این روش جهت به .ساخته شده و آماده ارائه هستند

منظـور   هـا بـه  دسـت آمـد. نمونـه    نمونـه بـه   6، تعـداد  1( طبـق جـدول   21ول )سوزن تا کالکتور، ولتاژ و سرعت چرخش ماندر

( SEMدار بودن نانوفیبرها برای تهیه تصاویر میکروسـکوپ الکترونـی )   گون بودن و جهت شدن مورفولوژی، میزان هم مشخص

وی سـطح آن پوششـی از طـلا    که با تابش الکترونی بتوان از سطح پلیمر تصویر تهیه کـرد، بایسـتی ر   فرستاده شدند. برای این

 ها تصویر برداری شد.ولت از نمونه 2000شد تا سطح رسانا شد. سپس با اعمال ولتاژ ایجاد می

پس از مشـخص شـدن پارامترهـای مناسـب جهـت       و ژلاتین:PCL دست آوردن درصد ترکیبی بهینه برای دو پلیمر  به

نواخت، درصـدهای ترکیبـی مختلـف از لحـاظ میـزان       دست آوردن داربست با نانوفیبرهای موازی و توزیع یک الکتروریسی و به

داربسـت بـا درصـدهای ترکیبـی       3منظـور،   ایـن  طور استحکام مکانیکی مورد آزمـایش قـرار گرفتنـد. بـرای     دوستی و همین آب

PCL/Gelatin=80/20 ،PCL/Gelatin=70/30  وPCL/Gelatin=60/40     ــه ــای بهین ــرفتن پارامتره ــر گ ــا درنظ ب

 الکتروریسی تولید شدند.

هـا و میـزان   با استفاده از تصاویر میکروسکوپ الکترونی، توزیع قطری داربست بررسی خواص فیزیکی و شیمیایی داربست:

دوستی  ترین حالت مشخص شد. میزان آببا هم مقایسه شد تا همگون SPSSها، توسط  نرم افزار تحلیل آماری پراکندگی آن

دسـت آمـد. زاویـه تمـاس      داربست با درصدهای ترکیبی مختلف بـه  3ها نیز با استفاده از روش ارزیابی زاویه تماس در داربست

پلیمـر قـرار داده شـده و    میکرولیتـر بـر روی    3حجـم   گیری شد که در آن یک قطره بـه سسایل اندازه–روش قطره استاتیک به

درصـد ترکیبـی    3برداری شد. مقایسه استحکام مکـانیکی در  هنگامی که قطره بر روی سطح پایدار شد، با دوربین از آن عکس

هـا  ساخت کشور انگلستان انجام شد. در ابتدا طـول و ضـخامت نمونـه    TM-SMمختلف با استفاده از دستگاه اینسترون مدل 

 5(. پـس از  22ها وارد شد )متر در دقیقه، نیروی کششی در جهت نانوفیبرها به نمونهمیلی 5نرخ کرنش گیری و سپس با اندازه

 دست آمده و با یکدیگر مقایسه شد. کرنش به-بار تکرار برای هر نمونه، نمودارهای تنش

وهشـگاه رویـان در محـیط    های پروژنیتور قلبی بودنـد، در پژ  در قدم اول، رده سلولی موردنظرکه سلول تست سمیت سلولی:

 10بیوتیـک اینـویتروژن و    درصد ال گلوتامین اینویتروژن، آمینواسید اینـویتروژن، آنتـی   1برند سیگما حاوی  IMDMکشت 

هـم ریخـتن    منظـور جلـوگیری از بـه    گیبکو کشت یافتند. پیش از استفاده از داربست در محیط کشت سلولی، به FBSدرصد 

 25دوست ژلاتین، داربست در محیط حمام بخار گلوتارآلدهید  محیط آبی به سبب وجود پلیمر آبمورفولوژی نانوفیبری آن در 

هـا   پس از کشـت، از نمونـه   6و  4، 2ای شد. بمنظور بررسی اندرکنش سلول با داربست، در روزهای  روز شبکه 6مدت  درصد، به

کـه رنـ     جـائی  ها بررسی شـد. از آن ی سلولمان( گرفته شد تا میزان زندهPromega, G5421) MTSتست سمیت سلولی 

شد، لذا نمونه را تحـت جـذب در طـول مـوج     نانومتر جذب می 540تا  490ها در طول موج مانی سلول ارغوانی حاصل از زنده

 مقایسه شد.   PCLمانی از روی میزان جذب در مقایسه با داربست نانومتر اشعه فرابنفش قرار دادیم تا میزان زنده 490

های پروژنیتور قلبی تهیـه شـده از پژوهشـگاه رویـان، بـر      سلول :ثابت سلول بر روی داربست با نانوفیبرهای موازی کشت

متر مربعی داربست، تزریق شده و در محـیط کشـت   سانتی 2میلیون در مساحت  2تعداد  روی داربست کامپوزیتی نانوفیبری به

محیط نیز  pHها، دما، رطوبت، اکسیژن و مناسب جهت رشد و تمایز سلولمنظور فراهم آوردن شرایط محیطی  قرار گرفتند. به

های کشت داده شده بر روی داربست در داخل انکوباتور قرار گرفتند.  پـس از گذشـت   روز سلول 7مدت  شد. بهباید کنترل می

 Realنیز برای انجام تسـت  یک هفته از کشت سلولی، قسمتی از داربست برای تهیه تصاویر میکروسکوپ الکترونی و قسمتی 

Time PCR .فرستاده شد 
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هـایی  قسمت :های پروژنیتور قلبی بر روی داربستگیری سلول آنالیز تصاویر میکروسکوپ الکترونی حاصل از جهت

 30هـای  ترتیب با الکـل  ها بر روی داربست اابت شود. سپس بهاز نمونه اصلی داخل محلول فیکساتور قرار گرفت تا جای سلول

دقیقه نیز در  10مدت  دقیقه و سپس دوبار و هربار به 10مدت  درصد هر کدام به 90درصد و  80درصد،  70درصد،  50درصد، 

ها با الکل جایگزین شود. پس از خشـک شـدن کامـل نمونـه ، از آن تصـاویر      درصد قرار داده شد تا آب داخل سلول 100الکل 

 میکروسکوپ الکترونی تهیه شد.

هـای  در سلول GJA1و  TTN ،MYH-6ژن  3در این پژوهش،  :Real Time PCRهای قلبی با روش ژن آنالیز بیان

مورد ارزیابی و مقایسـه قـرار گرفتنـد. طراحـی پرایمرهـا       Real Time PCRکشت داده شده بر روی داربست، توسط تست 

 انجام شد. 3جهت انجام تست طبق جدول 

 Realاستفاده شد. تست Thermoبرند  cDNAو کیت سنتز  Qiagenبرند  RNAدر انجام این تست از کیت استخراج 

Time PCR بار تکرار انجام  4های قلبی فاقد داربست( و نمونه اصلی)کشت بر روی داربست(، با  برای دو نمونه کنترل )سلول

 دار شدند. درصد معنی 1درصد، داده ها در سطح  1شد و باتوجه به واریانس کمتر از 

 

 نتایج

 بررسی تصاویر میکروسکوپ الکترونی حاصل از تغییر پارامترهای الکتروریسی

های کاربردی برای ساخت  طور که در بخش قبل توضیح داده شد الکتروریسی بر روی ماندرول چرخان، یکی از روش همان

تگاه عواملی همچون نرخ باشد. در تنظیمات دس دار می نواخت و جهت های نانوفیبری دو بعدی با نانوفیبرهای یک داربست

که بافت هدف،  جایی تغذیه، فاصله سوزن تا کالکتور، ولتاژ و سرعت چرخش ماندرول باید بهینه شد. در این مطالعه از آن

باشد، باید با انتخاب پارامترهای الکتروریسی مناسب بتوانیم تا حد امکان به داربستی با  ماتریکس خارج سلولی قلبی می

( 1ترین شباهت را از نظر فیزیکی و ساختار با ماتریکس قلبی )شکل  گون دست پیدا کنیم که با بیش و هم نافیبرهای موازی

 داشته باشد.

 

 
 (17ه )با تنسور نفوذ کنند  یسرزونانس مغناط یبرداریرکمک تصو به یبافت قلب ی دهنده یلتشک یبریبستر ف یرتصو: 1شکل 
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تولید شد تا بتوان با اطمینان، بهترین داربست را  2، داربست های شکل 1طبق جدول لذا، با تغییر پارامترهای الکتروریسی 

 جهت کشت سلولی انتخاب کرد.

 
بوده و فرآیند الکتروریسی در  درصد 14(w/v) با تغییر پارامترهای مختلف الکتروریسی. غلظت داربست  PCL/Gelatin=70/30داربست ترکیبی  6ساخت  :1جدول

 دمای محیط انجام گرفت.

 نمونه

 نرخ تغذیه

)میلی لیتر/ 

 ساعت(

فاصله سوزن 

 تا کالکتور

 )سانتی متر(

 ولتاژ

)کیلو 

 ولت(

سرعت 

چرخش 

 ماندرول

)دور بر 

 دقیقه(

 2000 17 15 0.1 1 -الف 

 2000 15 12 0.2 2 -الف 

 1800 12 12 0.1 1 -ب 

 1500 17 10 0.3 2 -ب 

 2000 17 10 0.3 1 -ج 

 2500 17 10 0.3 2 -ج 

 
 (1الکتروریسی مشخص شده در جدول ) با پارامترهای مختلف  PCL/Gelatin=70/30تصاویر میکروسکوپ الکترونی داربست ترکیبی  :2شکل
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 بررسی توزیع قطری نانوفیبرها با درصدهای ترکیبی مختلف
های حاصل از الکتروریسی با باشد. در نمونه گونی الیاف با افزایش ژلاتین می مطالعه رابطه ناهمدیگر از نتایج جالب در این  یکی

، پس PCL/Gelatin=60/40و  PCL/Gelatin=80/20 ،PCL/Gelatin=70/30پارامترهای بهینه و با درصدهای ترکیبی مختلف 

 قطری تهیه شد.، نمودارهای توزیع 3از تهیه تصاویر میکروسکوپ الکترونی طبق شکل

 

 

 
  ، )ب( PCL/Gelatin=60/40ژلاتین با درصدهای ترکیبی )الف(-:تصاویر میکروسکوپ الکترونی و درصد توزیع قطری داربست ترکیبی پلی کاپرولاکتون3شکل

PCL/Gelatin=70/30 )و )ج PCL/Gelatin=80/20 

 

 نتایج حاصل از ارزیابی زاویه تماس و استحکام مکانیکی
ها از لحاظ ترین درصد ترکیبی لازم بود که داربست گونی و جهت دار بودن نانوفیبرها، برای دستیابی به بهینه همعلاوه بر 

 استحکام مکانیکی و میزان چسبندگی سلولی نیز مورد بررسی قرار گیرند.

 (الف-4)چسبندگی سلولی داربست توسط آزمون زاویه تماس اندازه گیری شد و نتایج حاصل از ارزیابی زاویه تماس در شکل 

 نشان داده شده است.

متر در دقیقه در جهت نانوفیبرهای موازی قرار میلی 5ها تحت کشش منظور ارزیابی استحکام مکانیکی، داربست در ادامه به

ها مورد بررسی قرار گرفت کرنش برای هر یک از نمونه-صورت نمودار تنش ر تکرار برای هرنمونه، نتایج بهبا 5پس از . گرفتند

 (. ب-4شکل)

 آورده شده است. 2صورت مقایسه ای نیز در جدول  های استحکام مکانیکی و زاویه تماس به نتایج حاصل از تست
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 ژلاتین با درصدهای مختلف -کاپرولاکتون :مدول یان  و زاویه تماس داربست های ترکیبی پلی2جدول 

 نسبت ترکیب

 )ژلاتین / پلی کاپرولاکتون(

 مدول یان 

 )مگا پاسگال(
 زاویه تماس

60/40 200 97/38˚ 

70/30 460 96/46˚ 

80/20 504 71/68˚ 

 

 نتایج حاصل از تست سمیت سلولی
جهت انجام کشت سلول بر روی داربست، لازم است که قبل از آن اابت شد که تست سمیت سلولی برای داربست بررسی شود. 

 باشد. ج( مشخص می-4، در شکل)MTSنتایج حاصل از تست سمیت سلولی 

 

 
( PCL/Gelatin=60/40 ،2( 1های ترکیبی  گیری زاویه تماس در داربست های فیزیکی و شیمیایی داربست، )الف( اندازه ویژگی :4شکل 

PCL/Gelatin=70/30  3و )PCL/Gelatin=80/20ها بر روی داربست  مانی سلول نمودار زنده )ج( های نانوفیبری ترکیبی و کرنش داربست-، )ب( نمودار تنش

 (.12)تعداد تکرار= دعنوان داربست کنترل استفاده ش هب  PCLدرصد، 1در روزهای دوم، چهارم و ششم با واریانس کمتر از  PCL/Gelatin=70/30ترکیبی 

 

 نتایج حاصل از اندرکنش سلول با داربست
های پروژنیتور قلبی بر روی تهیه شد که چسبندگی سلول 5تصاویر میکروسکوپ الکترونی در روز هفتم از داربست طبق شکل 

 دهد.داربست را در جهت نانوفیبرها نشان می
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پس از هفت  PCL/Gelatin=70/30های پروژنیتور قلبی کشت داده شده بر روی داربست نانوفیبری ترکیبی  میکروسکوپ الکترونی حاصل از سلولتصاویر : 5شکل 

 روز کشت اابت در داخل انکوباتور

 

 Real time-PCRنتایج حاصل از آزمون 

ها  در داخل انکوباتور، سلول PCL/Gelatin=70/30های پروژنیتور قلبی بر روی داربست ترکیبی روزه سلول 7پس از کشت 

)تشکیل دهنده پروتئین  TTNهای ، میزان بیان ژن6آماده شد و طبق نمودار شکل  Real Time PCRجهت انجام آزمون 

Titin و )MYH-6 تشکیل( دهنده پروتئینAlpha-MHCو همین ) طور ژن GJAIدهنده پروتئین )تشکیلConnexn-

 باشد. می 3شرح جدول  ، بهReal Time PCRبررسی شد. توالی پرایمرهای تهیه شده جهت آزمون  43

 
 .Real Time PCR  منظور استفاده در آنالیز هب GJA1و  TTN ،MYH-6توالی پرایمرها جهت سه ژن  :3جدول

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Prime

r 

Name 

Oligo Sequence 

5'………3' 

Lengt

h 

(bp) 

Tm 

(°C) 

Produ

ct 

length 

TTN-

F 

ATCATCAATGTA

GCACCGAGT 

21 59.1 120 

TTN-

R 

AAAAGCCCAAG

AAATCAACCAA

C 

23 59.2 

MYH

6-F 

GCCCACTTCTCC

CTGATCCAC 

21 62.2 195 

MYH

6-R 

CTTGCCTCCTTT

GCTTTTACCAC 
23 61.2 

CX43

-F 

(GJA

1) 

CCAATCTCTCAT

GTGCGCTTC 

21 59.0 105 

CX43

-R 

(GJA

1) 

CAGTTTCTCTTC

CTTTCGCATC 

22 58.1 
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های پروژنیتور قلبی کشت داده شده بر روی داربست الکتروریسی در سلول CX-43و  MYH-6 ،TTNبرای سه ژن   Real Time PCR: نمودار نتایج آنالیز 6شکل

 .p<0.01 ،n=4ترکیبی با نانوفیبرهای موازی و مقایسه با نمونه کنترل )سلول های پروژنیتور قلبی(  

 

 بحث

 میکروسکوپ الکترونی حاصل از تغییر پارامترهای الکتروریسیبررسی تصاویر 

با تغییر پارامترهای مختلف  PCL/Gelatin=70/30با بررسی تصاویر میکروسکوپ الکترونی حاصل از داربست ترکیبی 

 نتایج زیر دست یابیم: توانیم به (، می2الکتروریسی)شکل

مشخص  2( از شکل2-( و )الف1-های )الف طورکه در نمونهکالکتور، همانبا کاهش نرخ تغذیه پلیمر و افزایش فاصله سوزن تا 

 رفته است.  گون بودن الیاف از دست میزان زیادی کاهش پیدا کرده و تا حدی هم است، قطر نانوفیبرها به

سته و با توزیع صورت از هم گس ( مشخص است، نانوفیبرها تا حد بسیار زیادی به1-طور که در نمونه )ب با کاهش ولتاژ، همان

دهد که این ولتاژ برای تشکیل مخلوط تیلور در فرآیند گون بر روی جمع کننده قرار گرفتند و این نشان می قطری ناهم

 (.21الکتروریسی کافی نبوده است )

ول شد که افزایش سرعت چرخش ماندر کنیم، این نتیجه حاصل میوقتی از منظر سرعت چرخش ماندرول، به تصاویر نگاه می

ها نشده بلکه باعث پخش شدن پلیمر در اطراف  دار شدن بیشتر نمونه تنها باعث جهت وقتی که از حدی بیشتر شده است، نه

صورت  ( مشخص است، نانوفیبرهایی در خلاف جهت نانوفیبرهای موازی به2-طور که در تصویر )جکالکتور شده و همان

-تقابلا اگر سرعت چرخش ماندرول از حدی کمتر باشد، همانند نمونه )بگون بر روی سطح داربست تشکیل شده است. م ناهم

 آرایی خواهیم بود. (، شاهد داربستی با درصد کمی از جهت2

این روش  ترین داربست انتخاب شده و بهترین پارامترهای الکتروریسی به عنوان مناسب ( به1-مطالب مذکور، نمونه )ج با توجه به

 مشخص شدند.

 قطری نانوفیبرها با درصدهای ترکیبی مختلفبررسی توزیع 

گونی نانوفیبرها افزایش پیدا  مشخص است، با افزایش درصد ژلاتین، ناهم 3شکل SEMطور که در نمودارها و تصاویر همان

توان  که با افزایش ژلاتین در ترکیب داربست، می (. بنابراین با توجه به این موضع مشخص است که با وجود این15کرده است )

بایست درصد مشخصی از  یابد. لذا می گونی داربست کاهش می میزان موارتری از چسبندگی سلولی دست پیدا کرد، ولی هم به

 گونی نانوفیبرها، چسبندگی قابل قبولی را نیز دارا باشد. میزان ژلاتین انتخاب شد تا داربست ایجاد شده علاوه بر هم

ها از لحاظ ترین درصد ترکیبی لازم بود که داربست نوفیبرها، برای دستیابی به بهینهدار بودن نا گونی و جهت علاوه بر هم

 استحکام مکانیکی و میزان چسبندگی سلولی نیز مورد بررسی قرار گیرند.
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 نتایج حاصل از ارزیابی زاویه تماس و استحکام مکانیکی

الف( نشان داد که با افزایش میزان ژلاتین که -4رفت، نتایج حاصل از ارزیابی زاویه تماس در شکل )طور که انتظار میهمان

ب( -4(. نمودار )15دوست است، زاویه تماس کاهش پیدا کرده و بنابراین چسبندگی سلولی افزایش یافته است ) یک پلیمر آب

(. نقطه 23، 15ول الاستیسیته افزایش یافته است )کرنش و مد-، شیب نمودار تنشPCLنشان داد که با افزایش درصد 

(. درنهایت با بررسی نتایج 23افتد )بیشتر نیز با میزان درصد کشش بیشتری اتفاق می PCLشکست در داربست با درصد 

ت ، باید بهترین درصد ترکیبی برای داربسSEMهای زاویه تماس و استحکام مکانیکی و همین طور تصاویر حاصل از آزمایش

، داربست 3های موجود در جدول طور داده و همین 3شکل  SEMشد. با توجه به تصاویر تعیین می

PCL/Gelatin=70/30 گون بودن نانوفیبرها مناسب بود و هم از لحاظ میزان چسبندگی سلولی و استحکام  هم از لحاظ هم

، با PCL/Gelatin=70/30ین داربست ترکیبی توانست داربست مناسبی جهت مهندسی بافت قلب باشد. بنابرامکانیکی می

عنوان داربست مورد استفاده جهت کشت سلولی انتخاب شد.  درصد کشش به 17درجه و نقطه شکست با  96/46زاویه تماس 

درصد دارد 10کیلو پاسکال در زمان دیاستول با کشش کمتر از  20تا  10قلبی مدول یانگی در حدود  که ماهیچه جائی از آن

 های انقباضی بافت قلب مناسب است.، بنابراین داربست ایجاد شده برای استفاده در سیکل(17)

 نتایج حاصل از تست سمیت سلولی

ج( که در روزهای دوم، چهارم و ششم بر روی داربست ترکیبی -4، در شکل )MTSنتایج حاصل از تست سمیت سلولی 

PCL/Gelatin  و داربست کنترلPCL های کشت داده شده بر روی نشان داد که تعداد سلولدست آمده است،  به

توان فهمید که افزودن ژلاتین، باعث افزایش مرور زمان افزایش پیدا کرده و البته در مقایسه با داربست کنترل، می ها به داربست

 چسبندگی سلولی شده است. 

 نتایج حاصل از اندرکنش سلول با داربست

های پروژنیتور قلبی بر روی تهیه شد که چسبندگی سلول 5روز هفتم از داربست طبق شکل تصاویر میکروسکوپ الکترونی در 

دهد. تصاویر میکروسکوپ الکترونی در روز هفتم، با مشخص بودن چسبندگی داربست را در جهت نانوفیبرها نشان می

میزان مناسبی بر روی داربست مورد  به هاهای پروژنیتور قلبی بر روی داربست در جهت نانوفیبرها، نشان داد که سلول سلول

گر آن است که داربست تهیه شده شرایط مطلوب مشابه با ماتریکس خارج سلولی را برای  اند و این نشان نظر رشد و تکثیر یافته

 ها فراهم نموده است.سلول

 Real time-PCRنتایج حاصل از آزمون 

دهنده )تشکیلMYH-6 ( و Titin)تشکیل دهنده پروتئین  TTNهای پس از هفت روز کشت سلولی، میزان بیان ژن

دهنده پروتئین )تشکیل GJAIطور ژن ( که هر دو موار در انقباض عضله قلبی هستند و همینAlpha-MHCپروتئین 

Connexn-43 که یکی از ترکیبات )Gap-Junction طور انقباض همزمان سازی روابط بین سلولی و همینبوده و در منظم

های های مذکور در سلول(. در نتایج حاصل، واضح است که بیان ژن25، 24سزایی دارد، بررسی شد ) های قلبی نقش بهسلول

سمت  ها بهگر تمایز مناسب این سلول خوبی انجام شده و این نشان پروژنیتور قلبی کشت داده شده بر روی داربست به

ر این پژوهش، با بررسی و مقایسه مقالات قبلی در زمینه تمایز سلول های باشد. سه ژن مورد بررسی دهای بالغ قلبی می سلول

دهنده پروتئین )تشکیلGJAI میزان زیادی به بحث بیان بیشتر و موارتر ژن  قلبی انتخاب شد. در سایر مقالات به

Connexn-43( پرداخته شده است )میزان بیان هر سه  صورت جامع، اار داربست مناسب بر ولی در هیچ کدام به .(27، 26
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های پروژنیتور قلبی مورد بحث و بررسی  در سلول GJAIو  TTN ،MYH-6ژن موار در انقباض و ضربان عضله قلبی شامل 

 .قرار نگرفته است

 گیرینتیجه

سازی مناسب ماتریکس خارج سلولی قلبی در محیط آزمایشگاه بود. منظور شبیه هدف از این آزمایش، ساخت یک داربست به

طورکه از تصاویر حاصل از  های نانوفیبری روی هم قرار گرفته، تشکیل شده است. همان ماتریکس خارج سلولی قلبی از لایه

دهنده این  (، مشخص است هر یک از لایه های تشکیل1)شکل  با تنسور نفوذ کننده یسرزونانس مغناط یبرداریرتصو

ماتریکس از نانوفیبرهای موازی و هم جهت تشکیل شده که وظیفه انتقال نیروی الکتریکی حاصل از انقباض سلولی را در یک 

جهت خاص برعهده دارند. داربست دو بعدی متشکل از نانوفیبرهای موازی اگر بتواند از نظر چسبندگی سلولی و استحکام 

های  تواند شرایط مناسبی برای رشد، تکثیر و تمایز سلول سلولی قلبی عمل کند، میمکانیکی مشابه با ماتریکس خارج 

 پروژنیتور قلبی را ایجاد نماید. 

و ژلاتین بر روی ماندرول چرخان، توانستیم داربستی دوبعدی با نانوفیبرهای موازی  PCLبا استفاده از الکتروریسی پلیمرهای 

طور با چسبندگی سلولی و استحکام مکانیکی مناسب تولید کنیم که از نظر  مینگون و ه نواخت و هم با توزیع قطری یک

های پروژنیتور قلبی بر خواص شیمیایی و فیزیکی تا حدی شبیه به ماتریکس خارج سلولی قلبی باشد. سپس با کشت سلول

ها در جهت سلول گیریروز کشت سلولی، شاهد جهت 7روی داربست و بررسی تصاویر میکروسکوپ الکترونی پس از 

گیری منظم ها نیز از تصاویر حاصل شده کاملا مشهود بود. جهتچنین رشد و تکثیر سلول نانوفیبرهای موازی بودیم و هم

که  طوری های پروژنیتور قلبی کمک کند بهها بر روی داربست دو بعدی و تقویت روابط بین سلولی توانست به تمایز سلولسلول

 Connexn-43و  TTN ،MYH-6های  و میزان بیان ژن Real-time PCRاصل از آزمون پس از بررسی نتایج ح

ها میزان بیشتری در این سلول سلولی، به سازی انقباض قلبی و رابطه منظم بین زمان های مربوط به هممشخص شد که که ژن

 دیده قلبی باشند. سیبتوانند گزینه مناسبی برای پیوند به بافت آ بیان شده و لذا این داربست سلولی می
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Abstract 

Aim: This research, design and fabrication of a composite scaffold for growth, proliferation and 

differentiation of Cardiac Progenitor Cells (CPCs) has been considered. 

Material and method: Polycaprolactone / Gelatin composite scaffolds with a ratio of 70:30 and with 

the most similarities to the cardiac extracellular matrix was fabricated with aligned nanofibers. Using 

scanning electron microscopy (SEM), mechanical strength analysisand also contact angel test, the 

scaffold was investigated due to have the most necessary characteristics to be proportional for cardiac 

scaffold. Finally, By Real time-PCR test, the expression of the specific genes related to the Cardiac 

Progenitor Cells differentiation (MYH-6, TTN and CX-43) has been analyzed. 

Results: Based on our results from contact angle test and mechanical strength experiments, we 

concluded that our designed scaffold is suitable for the culture of Cardiac Progenitor Cells on it. The 

Real time-PCR analysis also showed the good expression of genes associated with contraction.  

Conclusion: What makes the cardiomyocytes different from other cells is their contraction related to 

specific cardiac genes being responsible for beating synchronization. The results of this study showed 

that aligned Polycaprolactone / Gelatin composite scaffold has the appropriate potential for induction 

of cardiac progenitor cells differentiation and application in heart tissue engineering. 

Keywords: Electrospun Scaffold, Cardiac Genes Expression,Cardiac Progenitor Cells, Cardiac Tissue 

Engineering 
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