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Introduction: Dental pulp stem cells (DPSCs) are known as multipotent stem cells which differentiate into three different 

cell lines, including osteocytes, chondrocytes, and adipocytes. Until now, dental precursor cells have been used in tissue 

engineering studies for pre-clinical applications. The dexamethasone in-situ forming implant (ISFI) is capable of releasing 

medicine that is trapped in the aquatic environment slowly and continuously in a few days to weeks. The present research 

aimed to investigate the ability of human DPSCs to differentiate into bone tissue in the presence of dexamethasone ISFI as a 

source of dental mesenchymal stem cells. 

Materials and Methods: The DPSCs were extracted from the third molar tooth. To investigate the process of differentiation 

into osteoblasts, β-glycerophosphate, ascorbic acid, and dexamethasone ISFI in solution were added to the cells. The 

differentiation process was verified by Alizarin Red S stain, alkaline phosphatase activity (ALP), and western blot technique. 

Results: Based on the results of Alizarin Red S staining, extracellular matrix mineralization was increased in dexamethasone 

ISFI (i.e., implant) and standard (i.e., dexamethasone) groups. In addition, the ALP activity underwent an increase in these 

groups, compared to the related control group. Furthermore, the protein level of ALP, osteopontin, and runt-related transcription 

factor two increased in the group treated with dexamethasone ISFI, compared to the control group.  
Conclusion: Findings of this study indicated that dexamethasone ISFI could increase the process of differentiation of DPSCs 

into osteoblasts. 
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 چکیده

 از جمله استئوسیت ها، کندروسیت ها و  سلول های چند توان با قدرت تمایز به انواع سلول هادسته  ی بنیادی پالپ دندان، ازسلول هامقدمه: 

شکیل شونده ت جا تا حدی در مطالعات پره کلینیکی مربوط به مهندسی بافت مطالعه شده اند. ایمپلنت در سلول هاآدیپوسیت ها می باشند. این 

به دام افتاده در بسترش را در محیط آبی، به صورت آهسته و طی مدت زمان طولانی از چند روز تا حاوی دگزامتازون، قابلیت آزادسازی داروی 

ون به تشکیل شونده دگزامتاز در جای پالپ دندان در حضور ایمپلنت سلول هاچند هفته دارد. هدف اصلی این مطالعه بررسی قابلیت و توانایی 

  .بودنشیمال دندانی ی مزاسلول هابافت استخوانی به عنوان یک منبع 

فات، به استئوبلاست ها، بتا گلیسرول فس مایزهای بنیادی پالپ دندان از دندان مولار سوم استخراج شدند. برای بررسی ت سلول ها: مواد و روش

 Alizarinاضافه شد و پروسه تمایز توسط رنگ آمیزی  سلول هاتشکیل شونده دگزامتازون به محیط کشت  در جاآسکوربیک اسید و ایمپلنت 

Red S ، .اندازه گیری فعالیت آلکالن فسفاتاز و تکنیک وسترن بلات تایید گردید 

 در جاایمپلنت استاندارد حاوی دگزامتازون تنها در محیط کشت و  ،، نشان داد که در هر دو گروهAlizarin Red Sنتایج رنگ آمیزی  یافته ها:

شونده دگزامتازون، مینرالیزه شدن در ماتریکس خارج سلولی تحریک شده و فعالیت آلکالن فسفاتاز در این دو گروه نسبت به گروه تشکیل 

 کنترل که دگزامتازون نداشت افزایش یافته بود.

دندان به  های پالپ تمایز در سلولتشکیل شونده دگزامتازون قادر است پروسه  در جاایمپلنت در این مطالعه نشان داده شد که  نتیجه گیری:

 استئوبلاست ها را افزایش دهد.

 ی بنیادی مزانشیمالسلول هامتازون، تشکیل شونده دگزا در جای پالپ دندان، ایمپلنت سلول ها کلمات کلیدی:
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 مقدمه
مخازن طبیعي بدن برای جایگزیني  ،سلول های بنیادی

سلول های تخصص یافته ی آسیب دیده هستند. سلول های 

بنیادی پتانسیل قابل توجهي برای ایجاد انواع مختلفي از 

سلول ها در طول زندگي و رشد و نمو داشته و به علاوه 

ها به عنوان یک سیستم ترمیم داخلي به  در بسیاری از بافت

مي توانند بطور مداوم نسخه ای از کار مي روند. همچنین 

ها را منحصر به فرد  که این خصیصه آن خود را تولید کنند

 کند.  مي

زماني که یک سلول بنیادی تقسیم مي شود، هر سلول 

جدید این توانایي را دارد که یا به صورت سلول بنیادی 

باقي بماند و یا نوع دیگری از سلول ها با عملكردهای 

های ماهیچه ای، گلبول های قرمز و  سلولتخصصي تر مثل 

  (1و2).های مغزی ایجاد کند یا سلول

 Mesenchymal Stem Cell سلول های بنیادی مزانشیمي

(MSCs جمعیت مهمي از سلول های بنیادی چندتوان و با )

قابلیت رشد و بازیابي بوده و مي توانند به تمام رده های 

ز اسلولي که مزانشیم و بافت همبند را تشكیل مي دهند، 

های استخواني، غضروفي و چربي تمایز  جمله سلول

افت ب های بنیادی پسا جنیني از خون بند ناف، سلول (3)یابند.

 روده و مغز استخوان جدا شده اند. پوست، مغز، چربي،

منبع  5پس از دوران جنیني،  نیز در بافت دندان انسان

 لیگامان، شناسایي شده است: پالپ دندان MSCsمختلف از 

 Root Apical ،فولیكول دندان، دندان شیری، پریودنتال

Paplla های بنیادی  سلول. مخاط لثه یو لامینا پروپریا

توانایي خودبازسازی و تمایز به رده های مختلف سلولي را 

های بنیادی استخراج شده از دندان شیری  سلول دارند.

های  لسلوهایي شبیه  کشیده شده قادر هستند که به سلول

ز پتانسیل ا جزایر پانكراتیک در محیط آزمایشگاه تمایز یابند.

ها جهت بازسازی نقایص  استحاله استئوژنیک این سلول

های بنیادی  از سلول شود. جمجمه و فک استفاده مي

 های  پریودنتال لیگامان برای تولید سمان و بافت

 يهای آزمایشگاهي با سیستم ایمن شبه پریودنتال در موش

همچنین در یک مطالعه جدید  .نرمال استفاده شده است
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های بنیادی بافت پریودنتال قادر  که سلولنشان داده شده 

شرفته های پریودنتیت پی به بازسازی بافت پریودنتال در مدل

ایص نق توانند های بنیادی پالپ دندان مي سلول مي باشند.

ای ه بافتهمچنین  .استخواني در انسان را بازسازی نمایند

 پرسلول پری واسكولار در پالپ در بازسازی و ترمیم زخم

 (4-6).ها مي توانند موثر باشند

پیشرفت در علم بیوتكنولوژی موجب مطرح نمودن 

فرضیه هایي در زمینه ایجاد تغییرات ژنتیكي هدفدار در 

ي و درمان ی بنیادی به منظور اقدامات ژن تراپسلول ها

 ها و ناهنجاری های کرانیوفاسیال و طراحي  بیماری

 وهایي با استفاده از مهندسي بافت جهت ترمیم ه پروژ

و چشم اندازهای  دیده های دنداني آسیب بازسازی بافت

 امیدوارکننده جهت مقاصد ادونتوژنزیس شده است.

با توجه به اینكه هیچ ماده مصنوعي نمي تواند بطور 

بهینه و کامل جایگزین بافت طبیعي دندان گردد، با پیشرفت 

، این سلول ها به عنوان MSCsدانش بیولوژی در زمینه 

 جایگزیني برای بافت های از دست رفته دنداني مد نظر 

  مي باشند.

لي ااغلب مشكلات استخواني و دنداني در دوران بزرگس

که دندان های شیری حضور ندارند، اتفاق مي افتد و از 

ور عادی به )دندان عقل( به ط آنجا که دندان مولر سوم

 رتودنسي، کشیده و دور انداخته دلایل پیشگیری و یا ا

 ،از بافت های دنداني مولر سوم MSCsمي شود، تخلیص 

 گزینه ای مناسب مي باشد. 

های نرم مختلف دندان  سلول های بنیادی دندان از بافت

جدا مي شوند. ساختار دندان متشكل از بافت سخت متصل 

دندان بوده که  به بافت نرم است. بافت سخت شامل عاج

و در ریشه توسط سمنتوم پوشیده شده  در تاج توسط مینا

است. پالپ دندان غني از عصب و بافت نرم )همبند سست( 

ان ه شده است. دندپر از عروق بوده و توسط عاج در بر گرفت

 )لیگامان پریودنتال( توسط نوع دیگری بافت همبند متراکم

  (7و8).متصل شده است استخوان آلوئول اطرافبه 

و همكارانش  Gronthos ،2000پس از اینكه در سال 

اولین سلول های شبه بنیادی مزانشیمال را از پالپ دندان 

از سلول های شبه بنیادی  نوع 4جدا کردند، بیش از 

( از بافت دندان جدا شدند: پالپ MSC-likeمزانشیمال )

و  Root Apical Papilla پریودنتال،دندان شیری، لیگامان 

 (9-15)فولیكول دنداني.

 این جمعیت از سلول های بنیادی، کیفیتي مشابه 

، از جمله ظرفیت (MSCsسلول های بنیادی مزانشیمال )

خودنوسازی و پتانسیل تمایز به رده های مختلف سلولي را 

 دارا مي باشند. سلول های بنیادی مشتق از دندان، از 

بافت های خاصي جدا شده و توانایي زیادی جهت تمایز 

 (16).دارند ادونتوژنیک به سلول های

 (DPSCs)سلول های شبه بنیادی مزانشیمال پالپ دندان 

اولین سلول های بنیادی مشتق شده از دندان بودند که در 

جداسازی و تعیین هویت شدند. این سلول ها  2000سال 

از هضم آنزیمي بافت پالپ دنداني انسان از دندان های 

دائمي مولر سوم )دندان عقل( به دست آمده و ظاهر معمولي 

 شبه فیبروبلاست دارند. مشخص شده است که این 

وانایي تكثیر بالاتری نسبت به سلول های بنیادی ها ت سلول

( داشته و ظرفیت ایجاد رسوب BMSCsمغز استخوان )

( در خارج از BMSCsمعدني را )اگرچه به میزان کمتر از 

 دارا مي باشند. این سلول ها دارای خاصیت  بدن

کلوني زایي بوده و مي توانند سرعت بالای تكثیر خود را 

طولاني، حفظ کنند. هیچ نشانگر حتي پس از پاساژهای 

 (17).وجود ندارد CsDPSخاصي برای شناسایي 

 با محیط القای تمایزهای مختلف،  DPSCsکشت 

خوان، ، استدانيبافتهای دننشان دهنده توانایي تمایز آنها به 

این سلول ها،  چربي، غضروف، عصب و عضله مي باشد.



 
 

 چ

 همكاران( بررسي تمایز سلول های بنیادی مزانشیمي پالپ دندان انسان ...                                  )زهرا طیراني نجاران و              73

 قادر به حفظ خودنوسازی و تمایز به بافت شبه پالپ، 

ای ه نهایتا تشكیل بافت و ادونتوبلاستيسلول های شبه 

 تشكیل و، سمان بافت های شبه عاج سخت دنداني شامل

 (18).دنبال پیوند در مدل حیواني مي باشدنبه  بافت استئویید

مغز استخوان مطالعه ای که بر روی سلول های بنیادی 

انجام شد، نشان داد که مواجهه مزمن سلول ها با 

  دگزامتازون، موجب تمایز آنها به سلول های استئوژنیک

 ژنیک نشان دادند که بیان  (19)و همكاران Ogata مي شود.

به دگزامتازون، مسئول تمایز سلول های  در پاسخخاص 

 .بنیادی به استئوبلاست ها است

Martins داربست پلیمری بارگیری یک  (20)و همكاران

 که به عنوان عامل تمایز با دگزامتازون ساختند شده

 سلول های بنیادی مغز استخوان به استئوبلاست ها محسوب 

 .شدمي 

ا ی بنیادی چند ظرفیتي منشسلول هاست ها از استئوبلا

گرفته از بافت اسكلتال و بافت اکتومزانشیمال مهاجرت 

 .یافته از نورال کرست در ناحیه سر وگردن تشكیل مي شوند

برای  Osterixو   Runx2 نظیر Transcriptionفاکتورهای 

 های بنیادی به استئوبلاست ضروری مي باشند. سلول تمایز

های بنیادی چند ظرفیتي در بافت مغز استخوان  این سلول

 .پس از تولد نیز یافت مي شوند

های  با توجه به این اثر دگزامتازون در تمایز سلول

بنیادی، تهیه یک فرم دارویي آهسته رهش از دگزامتازون که 

ها  بتواند دارو را آهسته اما طولاني مدت در معرض سلول

بسیار جالب و  کاملا جدید،ایده  ،برای تمایز قرار دهد

اني رسبهترین سیستم های دارو کاربردی به نظر مي رسد.

آهسته رهش انواعي هستند که قادرند با یک تزریق در محل 

رهش دارو ایجاد ایمپلنت یا ژل کرده و در نتیجه مخزني از 

د که با تخریب و تجزیه کنندارو در محل تزریق ایجاد 

در محل به صورت پیوسته و ن دارو به مرور زما ،سامانه

کاشتني های تزریقي  ،ها هسته آزاد شود. به این سیستمآ

که در واقع با یک تزریق در محل کاشته مي  ،گفته مي شود

تزریق سفت شده و تبدیل به ایمپلنت مي  از بعد ،شوند

شوند و از طرفي به مرور تجزیه شده و نیازی به خروج 

 (21).اشدتخلیه دارو نمي باز ایمپلنت بعد 

 In situسامانه های ایمپلنت در جا تشكیل شونده

forming implant (ISFI ) در محیط بیرون دارای ویسكوزیته

کمي هستند که به محض ورود به بدن، تبدیل به ایمپلنت 

)جامد( مي شوند. مكانیسم های مختلفي مانند سیستم های 

(، سیستم های pHجدایي فاز )پاسخ به دما، تغییر حلال و 

نوژل ها رگاکراس لینک شده )به طور شیمیایي، فیزیكي( و ا

در بین  .)تغییر حلالیت( برای ایجاد ایمپلنت بیان شده است

مكانیسم های مختلف ایمپلنت در جا تشكیل شونده، 

( به دلیل سادگي در تهیه SPI) مكانیسم تغییر فاز حلال

از یک  SPIفرمولاسیون از اهمیت ویژه ای برخوردار است. 

ک از یپلیمر زیست تخریب پذیر غیر قابل حل در آب و 

 لححلال آلي زیست سازگار از نظر فیزیولوژیكي و قابل 

با تزریق این سامانه به یک محیط  تشكیل شده است. در آب

آبي، حلال آلي به محیط آبي نفوذ کرده و آب به زمینه پلیمر 

نفوذ مي کند. پلیمر به دلیل نامحلول بودن در آب، در تماس 

 فرم های دهد. تشكیل مي را ایمپلنت جامدو با آب رسوب 

با این مكانیسم شامل  FDAتجاری آهسته رهش مورد تایید 

Atridox®  ،)داروی داکسي سیكلین(Eligard®  داروی(

اوکتروتاید( مي باشد. ) ®Sandostatin و لوپرولید استات(

حاوی داروی  ®Atridox ،ن سیستم هایكي از جالب تربن ای

ین برای درمان عفونت لثه مي باشد. داکسي سیكل

فرمولاسیون های تجاری از دو سرنگ تشكیل شده است. 

سرنگ اول حاوی محلول پلیمری متشكل از پلیمر و حلال 

N  متیل پیرولیدون(NMP)  حاوی پودر و سرنگ دوم

دارویي است. سرنگ ها قبل از تجویز با یكدیگر جفت شده 
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سیكل رفت و برگشتي  60یكدیگر با  شدن با و با مخلوط

 مي شوند و آماده تزریق  کاملا در یكدیگر حل

 يدگزامتازون سدیم فسفات، دارویي انتخاب (22).دنمي گرد

برای ترمیم پالپ دندان بوده و با بارگذاری در ایمپلنت در 

 PLGA (Poly lactic-co-glycolic acid) جا تشكیل شونده

، سیستم مناسبي جهت تحویل مداوم و NMP در حلال

پیوسته دارو ایجاد مي کند و مي تواند یک داربست برای 

سلول های بنیادی  استئوژنیک مهندسي بافت و القاء

 (23).بسازد مزانشیمي

 ها مواد و روش
 از پودر پلیمری میلي گرم 330ابتدا  -تهیه محلول پلیمری 

PLGA (504H)  620با  )سیگما، آمریكا(تهیه شده از  

میلي گرم  50و وزني( درصد  62) NMPحلال  میلي گرم

و توسط  وزني( مخلوط شدهدرصد  5)اتیل هپتانوات 

تا یک محلول  گردیداولتراسوند در دمای اتاق هموژن 

 درصد 33 میزان پلیمر در محلولد. حاصل شیكنواخت 

درجه  121سپس برای استریل کردن در دمای . بودوزني 

. شداتوکلاو  ،بار 3دقیقه در فشار  15سانتیگراد به مدت 

میزاني دگزامتازون سدیم فسفات )ایران هورمون،  سپس

 میلي گرم بر  1که غلظت  شدایران( به محلول اضافه 

ا ت شدمیلي لیتر دارو حاصل شود و سونیكاسیون انجام 

 (24)سوسپانسیون یكنواخت شود.

  - به روش برون تن بررسی آزادسازی دارو از ایمپلنت

میلي لیتری  5های  میلي لیتر از فرمولاسیون فوق به ویال 1

درجه سانتیگراد با  37در  (pH=7.4)حاوی بافر فسفات 

 ،تزریق شد. بلافاصله پس از تزریق gauge-20سرنگ 

ا در ه فرمولاسیون تبدیل به جامد و ایمپلنت گردید. ویال

 (N-BIOTEK NB-304, South Korea)شیكردار حمام آب 

قرار گرفتند. در  pm 35درجه سانتیگراد و دور  37 با دمای

ساعت،  24و  18، 12، 10، 8، 6، 4، 2های مشخص ) زمان

روز(  35، و 28، 21، 18، 16، 10،14، 7، 5، 3،4، 2سپس 

افر ببا میلي لیتر از محیط آزادسازی برداشت شده و  5/0

فسفات تازه جایگزین شد تا شرایط سینک حفظ شود. مقدار 

دگزامتازون تعیین مقدار  λmax 241دگزامتازون آزادشده در 

های دگزامتازون  منحني استاندارد از غلظتشد. برای رسم 

در محیط آزادسازی  میكروگرم بر میلي لیتر 1تا  001/0

انجام شده و سطوح  HPLCنالیز توسط تكنیک آ .استفاده شد

 زیر پیک ها محاسبه گردید.

استخراج  دندان مولار سوم -جداسازی و کشت سلولی

کاملا  والتهاب بافت پریو  بدون پوسیدگي و کیست و شده

با رضایت آگاهانه ساله  30تا  18از بیماران  (n=3) سالم

آنها و در نظر گرفتن تمامي موارد قانوني مورد استفاده قرار 

دا ج گیره به آراميبا پالپ دندان  طور خلاصهگرفت. به 

و در محلول بافر سالین محتوی پني سیلین،  شد

استرپتومایسین و آمفوتریپسین قرار گرفت و در کوتاهترین 

به محیط کشت انتقال  (حداکثر دو ساعت)زمان ممكن 

توسط پوویدون آیودین و محلول استریل  قبل انتقال یافت.

 1بافر سالین شستشو داده شد. سپس بافت پالپ به قطعات 

میلي لیتری تقسیم شد و در معرض هضم آنزیمي توسط  2تا 

میلي گرم بر میلي لیتر و  3با غلظت  1محلول کلاژناز نوع 

 میلي گرم بر  4غلظت  با (Gibco, USA) پازسمحلول دی

درجه سانتیگراد قرار  37دقیقه در دمای  45میلي لیتر برای 

 درصد α-MEM ،20محیط کشت  میلي لیتر 3گرفت. سپس 

 /پني سیلین  درصد 1 و (Gibco, USA)جنین گاوی سرم 

اضافه شد تا بافت پالپ  (Gibco, USA)استرپتومایسین 

ه به قدور بر دقی 500 وژ با دوریسانتریف هضم شود و در

ای ه سوسپانسیون سلول دقیقه سانتریقیوژ گردید. 5 مدت

انتقال یافته و در  T25های کشت سلولي  منفرد به فلاسک

انكوبه  CO2 درصد 5درجه سانتیگراد در محیط  37دمای 
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کف  درصد 80شد. محیط کشت جایگزین شد تا وقتي که 

 (25).ظرف با کشت سلولي پوشیده شود

 ،دندان پهای پال سلول -فلوسایتومتریتعیین خصوصیت با 

نتي ژنیک سطح سلول لحاظ فنوتیپ آپاساژ چهارم به 

بر میلي لیتر با مونوکلونال  سلول 610حدود  بررسي شد.

 Mouseآنتي بادی ها بر علیه آنتي ژن های 

.Anti Human CD34 FITC, Mouse Anti Human  

.CD45FITC, Mouse Anti Human CD44 FITC and  

.Mouse Anti Human CD29 FITC antibodies (Cell 

signaling, USA)  دقیقه در  30برای رنگ شدند. سپس

 BD)كوبه شدند. فلوسایتومتری با محیط تاریک ان

Biosciences, CA, USA)  انجام شد و نتایج توسط نرم افزار

FlowJo7.6 نالیز شد.آ 

 ها در پلیت سلولدر پاساژ چهارم،  - تمایز استئوژنیک 

 10 همراه با α-MEM خانه در محیط استئوژنیک حاوی 6

پني سیلین/  درصد 1 فسفات بافر سالین و درصد

میكرومول بر لیتر آسكوربیک اسید  50 استرپتومایسین،

میلي مول بر لیتر بتا  10، (Sigma, Germany)فسفات 

نانومول بر لیتر  100و  (Sigma, Germany) گلیسرول فسفات

سوپرناتانت )مایع رویي رسوب بعد دگزامتازون یا 

حاوی دگزامتازون که معادل همان  ISFIسامانه  سانتریفیوژ(

مقدار دگزامتازون آزاد شده مي باشد کشت شدند. گروه 

 رفسفات سالین باف درصد 10حاوی  α-MEMکنترل شامل 

درجه  37ها در  بدون مكمل استئوژنیک بود. سلول

انكوبه شدند و محیط هر  CO2درصد  5 سانتیگراد در محیط

 تجدید مي شد. دو روز یكبار

ه پروس - و کلسیفیکاسیون Alizarin Red Sبا  رنگ کردن

 Alizarin Red Sکلسیفیكاسیون توسط رنگ کردن با 

(Merck, Germany) ا ه تایید شد. بعد از انكوباسیون سلول

ها دو بار با بافر  روز، سلول 21با محیط استئوژنیک برای 

 گردیدندتثبیت اتانول درصد  70فسفات شسته شدند و در 

درجه  37در  دقیقه 30برای  Alizarin Red Sو سپس با 

ها با فسفات بافر  سلول رنگ شدند. =2/4pH سانتیگراد و

د تا رنگ غیر اختصاصي شسته شود و سالین شسته شدن

فولوژیكي رلحاظ موبه  توسط میكروسكوپ معكوس

 (26).گردیدندارزیابي 

 (ALP)فعالیت آلكالن فسفاتاز  - فعالیت آلکالن فسفاتاز

 سلول بنیادی به سلول استخوان ساز تمایزجهت تایید 

اتاز آلكالن فسفآمیزی در محیط کشت با رنگ  )استئوژنز(

 ارزیابي شد.

خانه با  6در پلیت های  اه سلول – آنالیز وسترن بلات

ساعت  24سلول در پلیت کشت شدند و برای  610دانسیته 

ا در ه درجه سانتیگراد انكوبه گردیدند. سپس سلول 37در 

 10-15میكرولیتر نمونه روی  15 .بافر لیز سلولي لیز شدند

شد و متعاقب آن  بارگیری SDSژل پلي آکریلامید  درصد

 (Bio-Rad, USA)به غشاهای پلي وینیلیدن دی فلوراید 

شیر بدون  در بلاک کردن کاغذانتقال پیدا کرد. پس از 

 TBST (Tris Bufferedحل شده در  درصد 5 چربي

Saline+0.1%tween20)  ساعت،  2در دمای اتاق برای

 بر (Cell Signaling, USA)های اولیه  غشاها با آنتي بادی

، آنتي استئوپونتین (1:1000) نتي آلكالن فسفاتازعلیه آ

شب در به مدت یک  RUNX2 (1:1000)نتي و آ (1:1000)

 TBSTغشاها سه بار با  درجه سانتیگراد انكوبه شدند. 4

انكوبه  (1:2000)های ثانویه  شسته شدند و با آنتي بادی

مشاهده  Chemiluminescentشدند. باندها توسط سیستم 

 سطح بتا اکتین اساس شدند. بیان پروتئین بر 

signaling, USA) (Cell (27).نرمالیزه گردید 

 میانگینمعیار ±انحراف داده ها بر اساسدر این مطالعه 

 GraphPadو با نرم افزار  گزارش شدند ،برای سه بار تكرار

Prism version8  و توسط آنالیز واریانس یک طرفه
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(ANOVA)  05/0پردازش گردیدند. میزانP<  به عنوان

 معني دار در نظر گرفته شد. نتایج

 یافته ها

نتایج آزادسازی مدت دار دارو از ایمپلنت در جا تشكیل 

مشاهده مي شود  1 در نمودارهمان طور که  - شونده

پلنت در جا تشكیل شونده به صورت دگزامتازون از ایم

. روز آزاد شد 35هسته و طولاني مدت در عرض آ

اولیه که یک پدیده نامطلوب در  آزادسازی ناگهاني

سیستمهای آهسته رهش دارویي مي باشد در اینجا کم بوده 

د که رثابت تبعیت مي کو آزادسازی از یک سرعت نسبتا 

باعث شد غلظت نسبتا ثابت و مشخصي از دگزامتارون 

همیشه در محیط کشت آزاد شود که قابل پیش بیني و 

 مطلوب است.

های بنیادی پالپ دندان و پروفایل  مورفولوژی سلول

گروه ه در مطالعه وجود داشت: سه گرو -فلوسایتومتری

 القایي مانندکنترل شامل محیط کشت بدون فاکتورهای 

ون، گروه استاندارد حاوی محیط کشت و تمام زدگزامتا

فاکتورهای القایي از جمله دگزامتازون و گروه ایمپلنت 

ایمپلنت حاوی محیط رویي )سوپرناتانت( محتوی 

دگزامتازون و تمامي فاکتورهای القایي رشد در محیط 

پ های بنیادی پال کشت سلولکشت به غیر از دگزامتازون. 

ساعت  72ان هیچ تغییر موفولوژیكي واضحي در طي دند

روز شروع به رشد کردند  40به مرور تا  سلول هانشان نداد، 

و شكل دوکي شبیه فیبروبلاست در زیر میكروسكوپ 

ی سلول هامعكوس داشتند. مارکرهای اختصاصي سطح 

و  CD44 گيچسبند یها بنیادی در پاساژ چهارم ملكول

CD29  مثبت بوده درصورتیكه از نظر مارکرهای

 منفي بودند. CD34و  CD45توپویتیک اهم

ی بنیادی پالپ دندان در سلول هاتمایز استئوژنیک 

مینرالیزه شدن ماتریكس خارج سلولي  -محیط خارج بدني

 Alizarinبه عنوان یک مارکر برای استئوژنز با رنگ آمیزی 

Red S  روز بیست و یكم بررسي شد. رسوب معني دار در

 های کلسیم اگزالات در گروه استاندارد و  کریستال

های با ایمپلنت دگزامتازون در مقایسه با گروه کنترل  گروه

. به علاوه حضور کریستالهای قرمز (2تصویر )بررسي شد 

کلسیم اگزالات در ماتریكس سلولي تحت میكروسكوپ 

ی بنیادی پالپ سلول ها، تمایز 10معكوس با بزرگنمایي 

 (. 3 تصویرها را نشان داد ) دندان به استئوبلاست

دیده مي شود، مینرالیزه  2گرچه همانطور که در نمودار 

شدن بیشتر در گروه استاندارد در مقایسه با ایمپلنت حاوی 

 دگزامتازون مشاهده شد.

 

 
 

جا تشكیل شونده آزادسازی تجمعي مدت دار و یكنواخت دگزامتازون از ایمپلنت در:  1نمودار   
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 به روش هضم آنزیمي )کلاژناز/ دیسپاز( در روز های مختلف DPSCsمراحل جداسازی :  1 تصویر

 (100xدر روز هفتم )بزرگ نمایي  DPSCsالف( جداسازی و تغییر مورفولوژی 

 (100xدر روز چهاردهم )بزرگ نمایي  DPSCsب( دوکي شكل شدن کامل 

 (100xج( رشد سریع و پر شدن کف فلاسک در روز بیست و یكم )بزرگ نمایي 

 
 کریستالهای اگزالات کلسیم

 
 کنترل استاندارد ایمپلنت

ایمپلنت دگزامتازون و گروه استاندارد حاوی دگزامتازون معمولي تحت در گروه کنترل، گروه ینرالیزه شدن ماتریكس خارج سلولي م:  2تصویر 

 .(10میكروسكوپ معكوس )بزرگنمایي 

 

 
 رسوبهای اگزالات کلسیم در گروههای استاندارد و ایمپلنت : 3تصویر 
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(>P**01/0و  =3n) گروههای استاندارد و ایمپلنت دگزامتازون در مقایسه با گروه کنترل کریستالهای کلسیم اگزالات در : 2 نمودار

 

ت
لظ
 غ



 
 

 چ

  78                                                   1/ شماره  45/ دوره  1400دندانپزشكي مشهد / سال مجله دانشكده 

آلكالن فسفاتاز به عنوان مارکر اولیه  به علاوه فعالیت

تمایز استئوژنیک اندازه گیری شد. تفاوت معني دار در 

به  ها مشاهده شد. نتایج فعالیت آلكالن فسفاتاز بین گروه

در گروه استاندارد با گروه  یمعني دارلحاظ آماری تفاوت 

 )نمودار (>P**01/0) ایمپلنت حاوی دگزامتازون نشان داد

3). 

اثر دگزامتازون بر روی سطوح بیان  -آنالیز وسترن بلات

مارکرهای استئوژنیک، شامل استئوپونتین، آلكالن فسفاتاز و 

RUNX2  با تكنیک وسترن بلات آزمایش شد. نتایج نشان

داد که دگزامتازون در گروه استاندارد به طور معني داری 

 ، الكالن فسفاتاز و استئوپونتینRUNX2( >P*05/0) سطح

(01/0*P< ) (.4 را افزایش داده است )نمودار 
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 (>P**01/0و  =3n) ام21ی پالپ دندان انكوبه شده با دگزامتازون در روز سلول هافعالیت آلكالن فسفاتازی  : 3 نمودار

 

 
 RUNX2بیان مارکرهای استئوژنیک توسط تكنیک وسترن بلات شامل سطوح استئوپونتین، آلكالن فسفاتاز و  : 4نمودار 

 

 برحسب گروه میانگین و انحراف معیار مارکرهای استئوژنیک:  1جدول 

 ایمپلنت استاندارد کنترل 

 *2/82±51 **14/85±75/5 1/414±8 آلكالین فسفاتاز )رنگ سنجي(

 **29/3±229 **21/4±325 2/04±13/6 آلیزارین رد )رنگ سنجي(

 20±136 **19/7±227 10±100 استئوپونتین )وسترن بلات(

 16/6±124 **20/5±215 10±100 آلكالین فسفاتاز )وسترن بلات(

RUNX2 )وسترن بلات(   100±10 204±20/3* 113±20/1 

 *05/0P<  ** 01/0وP< 
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0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

* *

A lk a lin e  P h o sp h a ta se

C o n tro l S ta n d a rd Im p la n t

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0 * *

R U N X 2

C o n tro l S ta n d a rd Im p la n t

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0 *
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 بحث
كي به میزان بالایي بر درمانهای در حال حاضر دندانپزش

م کاربرد مواد دنداني با دوا غیر سلولي متكي است که اساسا  

ی نت هابالا را شامل مي شود. آمالگام، کامپوزیت ها، ایمپل

رای بافتي انتخابهای مهم ب پیوندهایفلزی، مواد سنتتیک و 

  ساختارهای فكي صورتي بازسازی و تعمیر دنداني و

ها بالیني نسبتا  موفقیت آمیز داروکاربرد غم مي باشند. علیر

از این دارند. مواد محدودیت هایي هم  و مواد سنتي، این

 ی بنیادی اتولوگ سازندهسلول هارو به نظر مي رسد کاربرد 

در آینده یک  ودنتالیپرمان اعاج دندان، استخوان و لیگ

ر د های رایج دنداني و پزشكي ترمیمي انتخاب برای درمان

 (82).باشد ناحیه فک و صورت

D 'Alimonte نشان دادند که  (29)و همكارانش 

به سلول تمایز ی بنیادی پالپ دندان پس از سلول ها

 تمامي چهار زیرگروه گیرنده های آدنوزین ،استخوان ساز

(AR)  و گیرندهCD73  دیده شد را بیان مي کند و همچنین

 ،بیان دو مارکر استئوژنیک شناخته شده سلول هااین  که

 و همچنین روز 7و  3 از بعدرا  RUNX2آلكالن فسفاتاز و 

مینرالیزه و نیز  روز 7در را نزیمي آلكالن فسفاتاز آفعالیت 

 افزایش  روز 21بعد را خارج سلولي شدن ماتریكس 

 .مي دهد

ی بنیادی از دندان سلول هاهدف این مطالعه جداکردن 

 و سپس القای تمایز در  سلول هاسوم، کشت  مولر

 ی استئوژنیکسلول های کشت شده به سمت سلول ها

)استخوان ساز( در حضور دگزامتازون به صورت آزاد و 

دگزامتازون بارگیری شده بر روی ایمپلنت با رهایش آهسته 

و مقایسه اثر این دو با یكدیگر بود. ایمپلنت به کار رفته در 

این مطالعه داروی دگزامتازون را برای مدت یک ماه به 

رهای . پلیمصورت پیوسته و با غلظت ثابت آزاد مي نماید

PLGA  وPLA در  هبیشترین حاملهای پلیمری به کار رفت

که برای استفاده در  .ندهستسامانه های آهسته رهش دارو 

 FDAاین پلیمرها تاییدیه  .مي باشند و ایمن بدن کاملا سالم

 را دارند و اولین کاربرد پزشكي این پلیمرها به عنوان 

نخ های بخیه قابل جذب در بدن بوده است. محصولات 

 نها لاکتیک اسید و گلیكولیک اسید آحاصل از تجزیه 

  (30).مي باشند که در چرخه طبیعي بدن حضور دارند

ان مای بنیادی در دیگر قسمتهای دندان مانند لیگسلول ها

 نقش فعالي در ،دنداني در حال رشد دنتال و ریشه هایوپری

ی بنیادی پالپ دندان سلول هاعملكرد و رشد دنداني دارند. 

قادر هستند بافت از دست رفته دندان به دنبال عفونت را 

ل اان پریودنتال از دست رفته به دنبماترمیم کنند و یا لیگ

بیماریهای پریودنتال را بازسازی نمایند. همچنین مي توانند 

ان ایمپلنت های بیولوژیک در ترمیم های کامل و یا به عنو

 یسلول هاجزئي دندان نقش داشته باشند. از آنجایي که 

ی بنیادی سلول هاخواصي مشابه  بنیادی پالپ دندان

 اختلالات مرتبط تلاشهایي در مورد درماند، نمزانشیمال دار

نجام ای مزانشیمال مانند پارکینسون با این روش سلول هابا 

 (31).است شده

در این مطالعه نشان داده شد که فعالیت آلكالن 

ی استخراج شده سلول هافسفاتازی در طي پروسه تمایز 

. همچنین تحت تاثیر آسكوربیک اسید، ه استافزایش یافت

 های در معرضدگزامتازون در نمونه بتا گلیسروفسفات و 

ا های کلسیم اگزالات تشكیل شد که ب قرار گرفته، کریستال

قابل مشاهده بودند. همچنین  Alizarin Red Sرنگ آمیزی 

غلظت پروتئین های مهم درگیر در مسیر تمایز سلولي به 

ن و مانند آلكالن فسفاتاز، استئوپونتی ی استئوژنیکسلول ها

RUNX2 یم های کلس هم اندازه گیری شد. تشكیل کریستال

اگزالات در هر دو گروه استاندارد و ایمپلنت که یكي دارای 

دگزامتازون به صورت آزاد و دیگری دگزامتازون بارگیری 

نسبت به گروه کنترل که ، شده بر روی ایمپلنت بود
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به طور کلي این افزایش پیدا کرد. دگزامتازوني نداشت 

در حضور ایمپلنت حاوی دگزامتارون با توجه به  سلول ها

نتایج مربوط به فعالیت آلكالن فسفاتازی و رنگ آمیزی 

Alizarin Red S ها را دارا توانایي تمایز به استئوبلاست  

مي باشند و بنابراین ایمپلنت به صورت موفقیت آمیز داروی 

با تخریب تدریجي حامل پلیمری خود آزاد دگزامتازون را 

نشان  (32)و همكارانش Nohنتایج مشابهي توسط  .مي کند

 های حاوی ماتریكس خارج سلولي  Scaffoldکه  داد

 لول هاسمي توانند شرایط مساعدی برای تمایز استئوژنیک 

 .ایجاد کنند

دگزامتازون یک القا کننده مكانیكي و شیمیایي قدرتمند 

ی پالپ دندان مي باشد. سلول هادر تمایز و مینرالیزه شدن 

انجام  (33)و همكارانش Bhatnagarتوسط در مطالعه ای که 

های ژلاتیني کراس لینک  که هیدروژلشد شد نشان داده 

شده حاوی دگزامتازون که برای رهایش آهسته دارو استفاده 

ی ها سلولسوبسترای بسیار موثری در تمایز  ،شده بودند

  .توبلاست ها بودندبنیادی پالپ دندان به ادون

پیشرفت ها در معالجه جراحات دنداني نشان داده است 

جایگزین مناسبي برای درمان  که مدلینگ دوباره پالپ دندان

نشان دادند  (34)و همكارانش Zhangکانال ریشه مي باشد. 

بر روی نانوکامپوزیت های  ی پالپ دندانسلول هاکه کشت 

 21اد بافت یكنواختي پس از حاوی دگزامتارون باعث ایج

دید. مطالعه همچنین نشان داد که نانوکامپوزیت ها روز گر

پ ی پالسلول هادلینگ دوباره امریکاندیداهای خوبي برای 

 .دندان مي باشند

 Apel ی سلول هانشان دادند که کشت  (35)و همكارانش

پالپ دندان بر روی پلیمرهای مختلف در حضور 

ی مغز استخوان سلول هادگزامتازون باعث تمایز آنها به 

  .شد

وآوری مطالعه حال حاضر این است که در فایده و ن

محیط کشت از یک سیستم کاشتني تزریقي پیوسته رهش 

برای در دسترس قرار دادن فاکتور القای رشد دگزامتازون 

در حالي که مطالعات انجام شده تاکنون بر  ،استفاده شد

استفاده از پلیمر به عنوان بستری جهت کشت سلولي بسنده 

ه از این نقطه نظر که یک سیستم موثر این مطالع .کرده اند

رهایش آهسته دارو را در محیط کشت استفاده مي کند و بر 

بنا نهاده  PLGAپایه متداولترین پلیمر رهایش دارو یعني 

م جدید و منحصر به فرد رهایش آهسته دارو ستشده و سی

یعني سیستم ایمپلنت تزریقي کاشتني را استفاده مي کند 

به طور خلاصه  جدید و در خور توجه مي باشد. کاملا 

میزان بیان  ،نمودارها مشاهده شد و طور که در تصویرهمان

های استئوپونتین و آلكالن فسفاتاز در گروه های پروتئین

 ودباستاندارد و ایمپلنت نسبت به گروه کنترل افزایش یافته 

 رکه این افزایش در گروه ایمپلنت نسبت به استاندارد کمت

، داشتنیز مقداری افزایش  Runx2 د. در مورد پروتئینوب

عنوان بادی پروتئین بتا اکتین به. از آنتيبوداما کاملا  بارز ن

 کنترل استفاده شد.

ی بنیادی پالپ دندان در محیط سلول هاترتیب  این به

حاوی دگزامتازون اعم از اینكه به صورت بارگیری شده در 

ی ول هاسلآمیزی به طور موفقیتبه باشد،ایمپلنت و یا آزاد 

ه را در های مینرالیزشبه استئوبلاست تمایز پیدا کرده، ندول

داده و مارکرهای معمول استئوبلاستیک  ماتریكس تشكیل

 RNUX2ن فسفاتاز و تا حدی استئوپونتین وآلكال ازجمله

متر از تمایز کدر گروه ایمپلنت را بیان کرده اند. دلیل اینكه 

مي تواند حضور متابولیت های حاصل  ،وه استاندارد بودگر

از تخریب پلیمر باشد که با وجود کاملا سیف و سالم بودن 

ها ی پالپ به استئوبلاستسلول هاآنها، بر روی رشد و تمایز 

تاثیرات اندکي در مقایسه با گروه کنترل که متابولیت های 

ه بحاصل از تخریب پلیمر را دارا نمي باشد داشته است. 
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سعي بر این خواهد بود تا تاثیر آتي در مطالعات  امید خدا

حاصل از تخریب پلیمر به صورت کامل ایمن متابولیت های 

شود.  هپ بررسي و مطالعی پالسلول هابر روی رشد 

و پیوسته و با غلظت یكنواخت دگزامتازون آهسته رهایش 

در محیط کشت از خلال ایمپلنت مزیتي است که حضور 

هسته آایمپلنت در این مطالعه به دنبال داشت که این رهایش 

و پیوسته در نمودار آزادسازی داروی دگزامتازون در 

غلظت دگزامتازون در قابل مشاهده است.  کاملا ایمپلنت 

ام تممحیط کشت در گروه ایمپلنت و گروه استاندارد در 

 .مدت آزمایش یكسان بوده است

 نتیجه گیری

این مطالعه نشان داد که دگزامتازون آزاد شده از 

ایمپلنت حاوی دگزامتازون در محیط کشت و نیز 

 ی پالپسلول هادگزامتازون قرار داده شده در محیط کشت 

هر دو قادر هستند تمایز  ،روه استاندارددندان در گ

 ی استخوان ساز را ایجاد کنند.سلول هااستئوژنیک به سمت 

گزامتازون ایمپلنت مذکور با رهایش مدت دار و آهسته د

سترا را برای مدت زمان مشخصي غلظت ثابتي از این سوب

 ی پالپ دندان جهت تمایز قرار مي دهد.سلول هادر اختیار 

 قدردانیتشکر و 

ین جهت تام مشهداز دانشگاه علوم پزشكي بدینوسیله 

 اعتبار پژوهشي طرح مذکور تشكر و قدرداني مي نماید.
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