
 

 تاسعالفصل ال

 للتحكم بالترسيب  تقنيات الغزل الكهربائي
 والتراصف البنيوي لحاملات الخلايا والأنسجة 

 من أجل التوجيه الخلوي  يةلياف النانوالأذات 
 الهيكلي الخلويتنظيم الوإعادة 

Electrospinning Techniques to Control  
Deposition and Structural Alignment of  
Nanofibrous Scaffolds for Cellular Orientation  
and Cytoskeletal Reorganization 

Joel K. Wise, Michael Cho, Eyal Zussman, Constantine M. Megaridis, and Alexander L. Yarin 

CONTENTS

 INTRODUCTION ........................................................................................................................  

 FABRICATION OF ALIGNED 

ELECTROSPUN NANOFIBER SCAFFOLDS .....................................................................................  

 MATERIALS AND METHODS ........................................................................................  

 Electrospinning  

of PCL Nanofibrous Scaffolds ..........................................................................................................  

 

Human Mesenchymal Stem Cell Culture and Seeding on PCL Nanofibrous Scaffolds .........  

 Laser Scanning Confocal Microscopy  

and Orientation Analysis ...................................................................................................................  

o b e i k a n d l . c o m



 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

 hMSC Viability  

and Fluorescence Visualization .........................................................................................................  

 Statistics ............................................................................................................................  

 RESULTS AND DISCUSSION ......................................................................................  

  

Characterization of Electrospun PCL Nanofibrous Scaffolds ...........................................................  

 Orientation of Cells  

and Nanofibers for Random and Oriented Scaffolds .........................................................................  

 

Consistent Long-Term Hmsc Alignment on Oriented Nanofibrous Scaffolds ......................  

 

hMSC Viability on PCL Nanofibrous Scaffolds ..............................  

 Cytoskeletal 

Reorganization and hMSC–Nanofiber Adhesions .............................................................................  

 CONCLUSIONS .................................................................................................................  

ACKNOWLEDGMENTS ..............................................................................................................  

REFERENCES ....................................................................................................................................... 

 INTRODUCTION

 اأنماطً ظهر، ولكنها تُنسجة الطييعية ليس  عوواييةالأ( في معظم ECM fibrilsالمصفوفة خارج الخلية )لييفات ولايا إن الخ

حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو أن بالنتايج الأخيرة وقد أظهرت . امحددً مكانيًّا اهًيجيد وتوج بوكلٍ محددة

 والأنسجة العصيية [1] (blood vessels) الأوعية الدموية هندسة لديها القدرة على ةالحيوي اتاليوليمر المينية منوالموجهة 

(neural tissue) [2] ةربطوأنسجة الأ (ligament tissue) [3]. ذلك، فقد تيين أنه يتم تحسين التصاق الخلايا  لىة إبالإضاف

. [1] (oriented nanofibrous scaffolds) وتكاثرها بوكلٍ كيير على حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو الموجهة

في اتجاهات  لتنقلا للهجرة أو كرالأ الاحتمال أن الخلايا لديهاب (contact guidance theory) الاتصال توجيهنظرية تقترح و

 على ذلك، بناءًو .[6-4]لركيزة لأو الميكانيكية /  ينيوية والكيميايية وال بالخصايصترتيط  (preferred orientations) ةمفضل

على ( cell alignment) يافتر  أن حاملة الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو الموجهة ستوجه محاذاة الخلاالم من قد يكونف
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 ...بالترسيب والتراصف الينيوي لحاملات الخلايا والأنسجة ذات الألياف النانويةتقنيات الغزل الكهربايي للتحكم 

حاملة الخلايا والأنسجة ذات ألياف  على (cell arrangement) ترتيب الخلايا تنظيم أو أن يكون النانو. ويمكن طول ألياف

. ويمكن (cytoskeletal reorganization) يوالخل ييكلالهتنظيم الأو إلى إعادة /  والاتصال  توجيه إلى اراجعً النانو الموجهة

 (ECM) المصفوفة خارج الخلية (modulate) ليتعد وأ (remodel) لإعادة توكيلستخدم تُ أن المتراصفة لخلايال بالتالي

 .[7] لة من جديدوكَّالم (microenvironmentالمايكروية )الييئة و

والتي سوف تحاكي المنطقة  ،(tissue - like construct) إن الدافع الخاص لهذا العمل هو هندسة بنية شييهة بالأنسجة

وف المفصلي يتألف . فمن المعروف أن الغضر(superficial zone of articular cartilage) المفصليلغضروف لالسطحية 

المصفوفة خارج الخلية ا ويخلالل منطقة ذات تنظيم أو توجيه معين كلو، تلفةا لا يقل عن أربع مناط  خبوكلٍ أساسي مم

(ECM) [80-10]. تماسيةمنطقة سطحية أو  على أنها وهذه المناط  معروفة (superficial or tangential zone )طقةنمو 

 سةمتكلّمنطقة و (deep or radial zone) أو شعاعية عميقة منطقةو (intermediate or transitional zone) متوسطة أو انتقالية

(calcified zone)ُالمحدد للخلايا و تنظيمالعزى . ويمكن أن ي( المصفوفة خارج الخليةECM) إلى يةداخل كل منطقة غضروف 

مما يدعم  ؛يةكل من هذه المناط  الغضروف لها الميكانيكية التي يتعر  ىلقووا (developmental history) ريالتطوالتاريخ 

العديد من التقارير المنوورة على  د ركّزقل .[12,13] (articular cartilage tissue) المفصلي نسيج الغضروفيللوظيفة الكلية ال

من أجل  حيويًّاضمن اليوليمرات المتوافقة ( zonal organization of chondrocytes)للخلايا الغضروفية  يّناطقالتنظيم الم

خلايا  اورت مؤخرًاستخدم  الأوراق التي نُ فقد لى ذلك،بالإضافة إ. [18-14] نسيجيًّاالينى الغضروفية المفصلية المهندسة 

ثلاثية  حاملات خلايا وأنسجة( وhuman mesenchymal stem cells - hMSCs) بورية ةيطمتوسغضروفية وخلايا جذعية 

 .[19-23] (cartilage tissue engineering) يةهندسة الأنسجة الغضروفذات ألياف نانو بوليميرية عووايية من أجل  الأبعاد

خلايا جذعية متوسطية لغضروف المفصلي باستخدام لعلى وجه التحديد ومع ذلك، فإن محاولات هندسة المنطقة السطحية 

ج ينسللالمنطقة السطحية  تُظهر. ذكرها في التقاريرلم يتم  وحاملات خلايا وأنسجة ذات ألياف نانو موجهة( hMSCsبورية )

 (flattened, ellipsoidal - like chondrocytes) أو بيضاوية ةيّإهليلَج خلايا غضروفية مسطحة شيه الطييعي المفصلي الغضروفي

 على التوازي مع مستوىموجهة  تكون، والتي (nanoscale collagen fibrils) النانو ولييفات من الكولاجين في مستوى

 عيارة عنعلى الرغم من أنها و .[11-8] السطحلك التوجيه في ذ ، مع درجة كييرة من(articular surface) فصليالمسطح ال

 وفر خصايص الود العاليا تلأنه ؛أهمية هذه المنطقة السطحية إلا أنه قد تم تأكيد، فقط الرقيقةطيقات العدد قليل من 

(high tensile properties) وبالتالي فهي  ؛[12,13]الكولاجين ولييفات لخلايا اه يتوج طري ن عها عليفاظ التي يتم الح

 يةوظيفالنسجة الأنحو هندسة  الأولى ضروريةالطوة الخ إن . المفصليسطح الغضروفيال عندعية طييوظيفة  من أجل حاسمة

(functional tissue engineering) الخلايا. وتوجيه لالتصاق كميًّا اتطلب تقييمًت يةالغضروف السطحية للمنطقة 

ل اتصتكون قادرة على الا الخلايا والأنسجة أن لةماحة في الميذورالخلايا  على، يجب صحيح عمل بوكلٍال من أجل

( bioelectrical signals) كهربايية حيويةإشارات و (biochemical signals) حيوية شارات كيمياييةإعن طري   امع بيئته

المصفوفة خارج الخلية  )أي المايكروية ب الييئةكيروت غرافياوبوطوتؤثر . مناسية( topological signals) يةلوجبووطإشارات و
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 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

 (growth) نمووال( adhesion)لتصاق الامثل  (cellular functions) ( على الوظايف الخلوية(native ECM) صليةالأ

ومن  .(apoptosis) والموت المرمج للخلايا (gene expression) والتعيير الجيني (secretion) فرازوالإ (motility) حركوالت

المساحة السطحية  نسية ارتفاعإن النانو.  في مستوى اأبعادً ةالأصلي مصفوفة خارج الخليةدية للالماالينية  لدى أن االمعروف جيدً

 النانو في مستوى ليافالأوقطر  لحاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو (surface area - to - volume ratio) جمالحإلى 

على سييل المثال، ولأن الكولاجين هو العنصر الأكثر ف الخلايا. لتصاق ونموامن أجل وفر الظروف الملايمة ل أن يالمحتممن 

في  اتيفيمن ل ةلفوالمؤتكون حاملات الخلايا والأنسجة المينية من الكولاجين لا ، (ECMالمصفوفة خارج الخلية )وفرة في 

ية النانو يةليفالينى واحدة من ال اأيضً أن توفر هايمكنبل فحسب  حيويًّا متوافقةنانومتر  011إلى  01يتراوح من  راقطأ مجال

(nanofibrous structures)  م تظتنو  تلتصقد تيين أن الخلايا ف، في الواقعو. [24]هندسة الأنسجة من أجل الأكثر مثالية

 .[24,25]لخلايا ا أقطارصغر من الأقطار الأ ذات حول الألياف

يتم  لم ماو ،تمايز حتىت أن من دون (self - renewal) خاصية فريدة للتجديد الذاتي (stem cells) إن لدى الخلايا الجذعية

استخدام فإن ، في سياق هندسة الأنسجةو. المناسية (biological and physical signals) الإشارات الييولوجية والفيزياييةب دهاويزت

 ةقدر( لديها 0على عكس بنى الأنسجة المهندسة باستخدام الخلايا المتمايزة، فإن الخلايا الجذعية ) مزايا عديدة. لهالخلايا الجذعية 

رجح لى الأؤدي عست تيالوممتازة  (regenerative capability) ديةي( توفر قدرة تجد2) و ،عالية (proliferative capacityتكاثرية )

 الوظايف ةة متعدديجينس ىفي بن مليًّا رالتفكعل من الممكن تج( 0) و ،ج المهندسيلنسلوبة رغالم الكمال والوظيفةلى إ

(multifunctional tissue constructs) على سييل المثال، نسيج عظمي غضروفي( (osteochondral tissue))، ( 4و )ف  تخ 

 الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية أنبالآن ومن المثي   .(tissue rejection and failure) الأنسجة وفول رف  من تخلصتأو 

(hMSCs) في المختر تهاينموت تهاعايمكن زر (in vitro)لأنسجةل لتتكاثر وتتمايز إلى أنماط خلايا ظاهرية محددة هاضيتحر يمكن، و 

(tissue - specific cell phenotypes)  ا المولدة للغضروفيلاالخمثل (chondrogenic cells) ولدة للعظمالم والخلايا 

(osteogenic cells) لوحم ل والخلايا المكونة(adipogenic cells )لعضلل المولدةلايا الخو (myogenic cellsوذلك )  باستخدام

وتجديد إصلاح  علىالقدرة ر توف فإنها وبالتالي ؛[26-29] (biological and physical stimuli) المحفزات الييولوجية والفيزيايية

ففي حين تم التعرف على القدرة العلاجية الهايلة للخلايا الجذعية المتوسطية  .(musculoskeletal tissue) الهيكلية الأنسجة العضلية

أو خلايا السلف  ةعليالطتحول خلايا بد الأحداث المرتيطة يمن أجل علاج الأنسجة التالفة أو المريضة، فإن تعق (hMSCs)اليورية 

(precursor cellsتلك )  ظيفية في الخلايا الوو يةية والروتينويينات الوكلية واليريحول التغ رد عليهايتم الالأسئلة لم يترك الكثير من

طرق أفضل وأكثر استخدام ب (hMSCs)سلوك الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية حول  لًاوستسمح المعرفة الأكثر تفصي الجذعية.

 هيتوجأن التحكم ب قد تيينفعلى سييل المثال، ل. نمط ظاهري محددب ، وتنظيم التزامهافي المخترالخلايا هذه  نمو توسيعلفعالية 

 ة المهندسةيجينسال ىلينل (functional aspects) يةوظيفدل الجوانب العّيُ (hMSCs) ر وتمايز الخلايا الجذعية المتوسطية اليوريةثوتكا

(engineered tissue constructs) [30,31] .لتصاق وتكاثر وتمايز الخلايا الجذعية او هيضي إلى توجبيئة تفهندسة فإن  ؛ولذلك

 قصوى في هندسة الأنسجة.الهمية بالأ هو (hMSCs) المتوسطية اليورية

تنظيم من أجل هو تقنية واعدة لإنواء بنى هندسية نمطية من الألياف  [32-37] (electrospinning) الغزل الكهربايي

التفاعلات الخلوية والجزيئية لالتصاق وتكاثر وتمايز وتوجيه الخلايا الجذعية. وقد تم استخدام مجموعة متنوعة من اليوليمرات 

من  حيويًّامتوافقة  يةالطييعية أو التركييية في إطار الغزل الكهربايي لتصنيع وتصميم حاملات خلايا وأنسجة ذات ألياف نانو
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 ...بالترسيب والتراصف الينيوي لحاملات الخلايا والأنسجة ذات الألياف النانويةتقنيات الغزل الكهربايي للتحكم 

 مليًّاظهر عويُ و مادة قابلة للتحلل الحيوي( هPCLعلى سييل المثال، اليولي كابرولاكتون )ف ت هندسة الأنسجة.أجل تطييقا

بوليمر  هو (PCLاليولي كابرولاكتون ). [38] غير مكلف وهو( controllable degradationبه ) للتحكم لًاقاب لًاتحلو يةمّسُ عدم

)على  (α-hydroxy polyesters) هيدروكسي  ألفا اليوليسترات ةعايلينتمي إلى  هوو (semicrystalline polymer) شيه بلوري

 الود معامل بسيبالخلايا والأنسجة لة ماص الميكانيكية لحياصكيير من الخ بوكلٍو( ويمكن أن يعزز PLA ،PGAسييل المثال 

(tensile modulus)  الخاص به العالي(باسكال ميغا 411 (MPa) [39,40]؛.) تتجاوز هذه الخصايص الميكانيكية معامل و

 معامل المرونة لألياف الكولاجين مجالباسكال( وتقع في  ميغا 01 اتقرييًللنسيج الغضروفي ) (elastic modulus) المرونة

(collagen fibers) (ًباسكال ميغا 011 اتقريي)اليولي  منالمصنوعة الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو لات ماحأن مما يوحي ب ؛

 استخدام اتم مؤخرًفقد لى ذلك، بالإضافة إ. ويةهندسة الأنسجة الغضروفمن أجل ممتاز  نجاحٍ يربوظهر تُ (PCLكابرولاكتون )

متعدد  دعم التمايزو( hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية واستيعابر مع بذ هلإثيات توافق (PCLاليولي كابرولاكتون )

 .[20,21,38] (multilineage differentiation) السلالات

أثناء الغزل  (align nanofibers) المستخدمة لمحاذاة ألياف النانو ةالتقنيات المختلف لًافي العمل الحالي، سنستعر  أو

ين تاثنعلى  كميًّا (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية هيإلى تنظيم وتحديد توج سنسعى، اللاحقة فقراتالكهربايي. وفي ال

 باستخدام المصنعةو (PCLاليولي كابرولاكتون )من  يةلياف النانوالأذات  المختلفة حاملات الخلايا والأنسجةقل من على الأ

على  (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية هيتوجتم تحديد فقد ، المتطور لصورا باستخدام تحليلو .الغزل الكهربايي

تم فقد ، بالإضافة إلى ذلك. ايومً 01 زراعة من فترة أثناء كميًّاوجهة المعووايية وال يةلياف النانوالأذات  الخلايا والأنسجةحاملات 

 ييكلالهتنظيم الوإعادة  (long - term cell viability) المدى الطويل وربط قدرة الخلايا على اليقاء على قيد الحياة على استكواف

مع توجيه الخلايا  (cell - nanofiber adhesions) ألياف النانو  ايالخلالتصاقات او (cytoskeletal reorganization) يوالخل

 اتيمكن للتطييق على ألياف النانو.( contact - induced hMSC orientation) الاتصالب رّ المحالجذعية المتوسطية اليورية 

 الطريقة تلكك، فيزياييةال طرقال طة بواسطةسمُيوهندسة الأنسجة المينية على أساس الخلايا الجذعية أن تكون مُعززة و ةالعلاجي

 .وجّهالم الخلايا وتمايزنمو  من أجل المايكرويةتحكم بالييئة للوذلك نا، ة هعروضالم

 

 FABRICATION OF ALIGNED 

ELECTROSPUN NANOFIBER SCAFFOLDS 

  التي لم تخضع لمعالجة إضافيةو ،كما هي المغزولة لياف النانولأ (in situ alignment) الموضعية اذاةالمحتقنيات يعود تاريخ 

(as - spun nanofibers )يستاتيكالتنافر الكهر ىاستخدام قوب (electrostatic repulsion forces)  [41,42]إلى الأعمال، 

اكتسي  فكرة العدسة وقد . من أجل الغزل الكهربايي( electrostatic lens)ستاتيكية عدسة كهر تقديم أولحيث تم 

ضافية الإت لايعدم بع  التااستخد تم حيث ،[46-43]الزخم في دراسات أخرى  الغزل الكهرباييفي  الكهرستاتيكية

تدف  فقد . [41,42]رسم تخطيطي للجهاز التجريبي المستخدم في المراجع  (1.0) رقم ويظهر في الوكل الميدأ.باستخدام هذا 

 ارةعجلة دوّ على شكل معمجإبرة نحو  ايةعل  في نهالم يوليمرالمن محلول  (pendant drop) المتدلية قطرةالمن سطح  لًانزو النفاث
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 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

(rotating wheel collector) القطيرةتح   ترميليم 021ع على مسافة ووضم (droplet) نيوم )التي ييل  لمعجلة الأل. وكان

 كهرستاتيكي حقل إنواءمن أجل  درجة 22.2 بقيمة زاوية نصف مع (tapered edge) مدبية( حافة ميليمتر 211قطرها 

كيلو فول  بين  1حوالي فرق جهد كهربايي من  ايةي  في اليدوقد طُ .بوكلٍ قوي (converging electrostatic field) تقاربي

  ؤرضةالمزيادة فرق الجهد بين القطيرة المتدلية والعجلة   تمسطح القطرة السايلة والعجلة الدوّارة. فعندما 

(grounded wheel)بالمخروط اشييهً لًا، اكتسي  القطيرة شك (cone - like shape) خروط تايلور( Taylor cone وعند .)

عن  اتدف  النفاث بعيدًو العجلة. باتجاه خروط وانتقل نحو الأسفلالممن  ثاب  نفاث ، ظهرايةبما فيه الكف هد عالٍفرق ج

  اضمن منطقة خروطية الوكل تقرييً احتواءه تم حيثمسار معقد  في نحنىاثم ومن  االقطيرة في خط مستقيم تقرييً

(conical region ) خروط(مغلف (envelope cone) ،[32])، ة بدأعند نقطة معينة فوق العجلو ثمومن الأعلى.  ذروته إلى 

 ذروته عند حافة العجلة.ومقلوب  مغلف خروط إنتاج إلى ا، مؤديًتقلصبالالمخروط المغلف 

electrospinning processdouble - cone 

envelope of the jetcollector wheeltable

Z

Zussman, E., Theron, A., and Yarin, A.L., Appl. Phys. Lett., 82, 973, 2003 
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أثناء عملية الغزل الكهربايي، تدور العجلة بسرعة ثابتة لجمع ألياف النانو النامية على حافتها الحادة. وعندما يصل 

للوحة  امعالجة إضافية إلى حافة العجلة، فإنه يلتف حول العجلة. ويمكن أيضً يليف النانو المغزول كما هو والذي لم يخضع لأ

( مصنوعة من الألمنيوم أن تُربط إلى حافة العجلة لتسهيل الجمع المتتالي لألياف النانو. ويمكن اتميليمتر 4 × 0صغيرة )بقياس 

ن العجلة بوكلٍ مؤق ؛ وبالتالي يمكن التحكم في عند توقف دورا( 1.0رقم )انظر الوكل  (Z)أن تدور اللوحة حول محورها 

مصفوفات  (1.2رقم )ثوانٍ. ويظهر في الوكل  01التي يتم جمعها. وعادةً ما يتم جمع ألياف النانو لفترة أكثر من اتجاه ألياف النانو 

 (poly(ethylene oxide) - PEO( نموذجية ثنايية الأبعاد مصنوعة من بولي )أكسيد الإثيلين( )nanofiber arraysألياف نانو )

/ ثانية في هذه الحالة. ولم  امتًر 00( عند طرف المجمع القرصي linear speedباستخدام هذه الطريقة. وقد كان  السرعة الخطية )

في نانومتر  011إلى  211نانومتر، ومن  411إلى  201، فهو يتغير من امتجانسً (a 1.2رقم )يكن قطر ألياف النانو في الوكل 

 الصورتين. مايكرومتر في كلتا 2إلى  0ازية من . ويتغير الفصل بين ألياف النانو المتو(b 1.2رقم )الوكل 
 

 
SEMaligned PEO nanofibers

carbon tapea

bpitch

Theron, A., Zussman, E., and Yarin, A.L., Nanotechnology, 12, 384, 2001
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 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

فعندما تسقط حلقة جديدة من الليف  ؛لفترة وجيزة. لذلك اييقى جزء من ليف نانوي طويل مترسّب على اللوحة موحونً

تسمح هذه الآلية التي لا تزال موحونة.  ا( على اللوحة، فإنها تنفر من خلال الأجزاء الساقطة سابقnanofiber loopًالنانوي )

. إن سرعة الدوران (1.2رقم )( على اللوحة موابهة لتلك التي تظهر في الوكل 2D arraysبتوكيل مصفوفات ثنايية الأبعاد )

( أجزاء ألياف النانو aligning( وتراصف أو محاذاة )stretchingفي تمدد ) احاسًم ا( للعجلة تلعب دورlinear rotation speedًالخطية )

ية ن/ ثا اتمتر 01إلى  0(. ويمكن عند سرعات دوران خطية للعجلة من 1.0رقم ول اللوحة بعد هيوطها )انظر الوكل على ط

( )المتعلقة باتجاه دوران angle distributions(. تُظهر توزيعات الزوايا )eو  c 1.0رقم تحقي  محاذاة كافية لألياف النانو )الوكل 

 لألياف عند سرعات دوران منخفضة لم يتحق  التوجيه المرغوب ل بأنه (fو  dو  b 1.0)رقم العجلة( والميينة في الوكل 

( التوجيه المرغوب للألياف angular distributions(؛ وعند سرعات دوران أعلى، تُظهر التوزيعات الزاويّة )b 1.0رقم )الوكل 

(. تعمل نفس الآلية بوكلٍ رييسي عندما يتم غزل ألياف fو  d 1.0رقم زيادة سرعة الدوران الخطية )الوكل صيح أضي  مع وت

 أي هناك. ومع ذلك، فعندما لا يكون [46-48]( rotating mandrelsدوّارة ) (أعمدة دوران اسطوانية) اتشِياقعلى  كهرباييًّاالنانو 

( sideways excursionsات الجانيية )نحرافجانيية مفروضة بواسطة الحافة الحادة للعجلة )العدسة الكهرستاتيكية(، فإن الا تقييدات

 ( شريطًا معدنيًّا intermediate variantتكون كييرة جدًّا ويمكن تحقي  درجة أقل من المحاذاة. يقابل متغير وسيط ) للألياف

(metal ribbon( وهو ما يعادل لوحة ممدودة ضيقة( )elongated narrow table موضوعًا على أعلى الحافة )) الحادة للعجلة. وقد

( المتراكمة على مثل هذا الوريط أن تتراصف بوكلٍ جيد أيضًا. وهذا هو nanofiber stripsكان من الممكن لورايط ألياف النانو )

( والمستخدمة في الفقرات التالية من هذا العمل oriented nanofiber matsالسيب أن الطيقات المستوية من ألياف النانو الموجهة )

 ان  مغزولة كهرباييًّا على شريطٍ موضوع في أعلى العجلة الدوارة الحادة.ك

وقد تم التأكيد على أن تمدد أجزاء ألياف النانو بعد الهيوط الأول على المجمع الدوّار يعزز وبوكلٍ إضافي من متانة 

 .[48-46](، والذي هو مرغوب فيه من أجل عدد من التطييقات الطيية الحيوية tensile strengthشدها )
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 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

  ( في الوكلcrossbarsوقد تم وصف مصفوفات نموذجية ثلاثية الأبعاد من ألياف النانو )ذات خطوط مستعرضة 

( النانوية التي تم جمعها درجة عالية من المحاذاة. إن قطر ألياف PEO. وتُظهر ألياف اليولي )أكسيد الإثيلين( )(1.4رقم )

نانومتر. وعندما تم  عملية  111إلى  011( ويتغير في المجال من nonuniformغير متجانس ) االنانو في هذه الحالة هو أيضً

( من ropes( )حيال bundlesالغزل الكهربايي لألياف النانو على الحافة الحادة للعجلة بدون اللوحة، تم الحصول على حزم )

 سحيه من حافة العجلة. وقد كان  مدة تم صورة نموذجية لحيل من ألياف النانو (1.0رقم )ظهر في الوكل ألياف النانو. وت

تفاصيل  (1.2رقم ). ويظهر في الوكل [41]من حافة العجلة  يدويًّاثانية. وتم فصل الحيل  21عملية الجمع في هذه الحالة 

( لحيال من ألياف اليوليمر المنتجة بهذه الطريقة. تكون ألياف النانو SEMالماسح ) لكترونيصورتين من صور المجهر الإ

 لمسافات طويلة. امتلامسة، وتيقى متوازية تقرييً

SEMcrossed arrays

PEO

crossbar structuresa

two - layer assemblybfour - layer assemblyZussman, E., Theron, A., and 

Yarin, A.L., Appl. Phys. Lett., 82, 973, 2003
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aligned nanofibers

edge of the sharpened wheel collectorTheron, A., Zussman, E., and 

Yarin, A.L., Nanotechnology, 12, 384, 2001

SEMPEO

Theron, A., Zussman, E., and Yarin, A.L., 

Nanotechnology, 12, 384, 2001
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 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

 MATERIALS AND METHODS 

 Lectrospinning of 

PCL Nanofibrous Scaffolds 

 [32,33,41,42] اسابقً صوفكما هو مو طريقة الغزل الكهربايينانومتر باستخدام العدة مئات من  من أقطاربتم إنتاج ألياف النانو 

اليولي  منمصنوعة  كهرباييًّاالمغزولة  يةاليوليمر حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو كل قد كان (. و1.2 الفقرة)راجع 

 محلول من كهرباييًّاوالمغزول ( Sigma - Aldrich) ادالتونًكيلو  11 (molecular weight) مع وزن جزيئي (PCL) كابرولاكتون

 (.حجم) 50/20نسية ب (methylene chloride / dimethylformamide)ميد أ ثنايي ميثيل الفورم/وزن في كلوريد الميثيلين 01%

النانوية المغزولة  (PCLاليولي كابرولاكتون )وقد تم الحصول على نوعين ختلفين من حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف 

عن ( random scaffold)تم إنتاج حاملة الخلايا والأنسجة العووايية وقد وتم تصنيفها على أنها عووايية أو موجهة.  كهرباييًّا

دى إلى مما أ ؛(flat aluminum substrate) الألمنيوممن  مسطحة على ركيزة يةيوليمراللياف النانو لأ طري  الغزل الكهربايي

حاملة خلايا تم إنتاج قد و. لألياف النانو محددغير  هيجوت ذات (nonwoven scaffold) محيوكةغير  خلايا وأنسجة لةماح إنتاج

 [41,42]ارة حافة عجلة دوّ عندجمع ألياف النانو على شريط معدني ضي   طري ن ع( oriented scaffold) وأنسجة موجهة

وقد تم  عملية  واضح. محدد بوكلٍ هيمع توج حاملة خلايا وأنسجة ذات ألياف نانو دى إلى إنتاجمما أ ؛(1.2 الفقرة)راجع 

 تح  الجلد ستعمالمعدة للامرتيطة بإبرة  اتليترميلي  0 ذات حجم الغزل الكهربايي لمحلول اليوليمر من محقنة

(hypodermic needle)  ساعة. وقد تم وضع /ميلي ليتر 0 بقيمة ( وباستخدام معدل تدف اميليمتًر 1.0)قطرها الداخلي

ع مجللمادة الحافة الحباتجاه  لأخيرل تم الغزل الكهرباييفي محلول اليوليمر و( copper electrode)قطب كهربايي من النحاس 

 strength of the) ة الحقل الكهرباييكان  شدوقد (. 1.0 رقم )الوكل( electrically grounded collector) كهرباييًّا ؤرّ الم

electric field) 0.0 أجري  جميع لقد  .ثانية/  اتترم 01مع المجافة عجلة لحطية الخسرعة الكان  و. ترمنتيس/  افولتً كيلو

 relative) ( في الهواء مع رطوبة نسييةدرجة مئوية 20 اتقرييً)( ambient temperature) ةرارة المحيطالحالتجارب في درجة 

humidity) 41% الماسح  لكترونيالمجهر الإب التصوير مااستخدتم . وقد(SEM)  حاملة  كل نوع منلللحصول على صور

 لكترونيالمجهر الإب التصوير إجراء مواهداتوقد تم . النانوية (PCLاليولي كابرولاكتون )ذات ألياف الخلايا والأنسجة 

متغير  لكترونيالمجهر الإ باستخدام (PCLاليولي كابرولاكتون ) المصنوعة من املات الخلايا والأنسجةلح (SEM) الماسح

 ات منمصدر إلكترون هازذا الجإن له. (Hitachi S-3000N) ( من نوعvariable pressure electron microscope) الضغط

 .(Pa) سكالبا 251إلى  0 من تراوحت ةضغوط متغير في قادر على تصوير عيناتهو و( tungsten electron source) التنغستن

 مُوَصِّلفيلم  طيقة من دون طلاء( nonconducting specimens) وَصِّلَةالمتح  الضغط المتغير، يمكن تصوير العينات غير 

(conductive film) .المسرِّع( الجهد )سارع الجهد الم غيرتييمكن أن و (accelerating voltage )01إلى  1.0من  المجال ضمن 

 ألياف النانو أقطار قديرتتم  . وقدافولتً كيلو 20 جهد كهربايي بقيمة عند اتنانومتر 0 بقيمةأو ميز  دقة تياينمع  افولتً كيلو

 (.MetaMorph, Molecular Device Corp., Downingtown, Pennsylvania) وهو (image processor) باستخدام معالج صور
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Human Mesenchymal Stem Cell Culture and Seeding on PCL Nanofibrous Scaffolds 

  ةـاليالغة ـيطتوسة المـالجذعي اـدر الخلايـمص نـم (hMSCs) ةـة اليوريـا الجذعية المتوسطيـالخلاي ول علىـتم الحص

(Adult Mesenchymal Stem Cell Resource) جامعة تولين( Tulane و .)الخلايا في  زراعة  تمقد في نيو أورليانز، لويزيانا

 Dulbecco (Dulbecco’s modified eagle’s عدّل بالـالم eagle من وسط كونتت( complete growth media)كاملة نمو  أوساط

medium - DMEM )الجيقري من المصل ال % 00 زوّد بـالمو( نينيfetal bovine serum - FBS) إل  ول منميلي م 2 و 

: النهاييتركيز ال) (antimycotics) ةفُطْرِيّالضادات المو (antibiotics) يويةالحضادات من الم % 0و  (L-glutamine) جلوتامين

 ،ي لترليم/  رامغايكرو م 011 (streptomycin) الستربتوميسينو، ي لترليم/  وحدة 011 (penicillin) الينسلين

 مرحلة م الخلايا فياستخدتم افي هذه التجارب  (./ ميلي لتر امايكرو غرامً 1.20 (amphotericin Bوالأمفوتريسين بي )

للطيقات المستوية والورايط ذات ألياف النانو  (bulk material) ةكتليال ةمن المادو. (passage 6) 2 الانتقالمررار أو الإ

 حوالي من مساحةمع  (scaffold disks) الخلايا والأنسجة حاملات من أقراص صغيرة تم تقطيع ،كهرباييًّاالمغزولة 

يثانول الإفي  ايةفي اليد حاملات الخلايا والأنسجة وقد تم نقع .ايالخلا تجارب زرع وبذر لمن أج امربعً اسنتيمتًر1.0

(ethanol )51 % وتعقيمها تح  ضوء الأشعة فوق الينفسجية هافيفتجتم و واحدة لمدة ساعة (UV light)  ساعات على  2لمدة

مع المصل  (complete cell culture media) كاملة عن طري  النقع في أوساط زراعة خلايا اها مسيقًلييلت قد تم، وكل جانب

 (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية يذرلو. (protein adsorption) لتعزيز امتصاص الروتين وذلك ساعة 41لمدة 

 بوكلٍ مياشرمص بالملايا الخ وزيعتتم ، (PCLاليولي كابرولاكتون ) ذات ألياف النانو منعلى حاملات الخلايا والأنسجة 

ومن أجل ، إضافة أوساط الزراعة  قد تم. وسنتيمتر مربع/  خلية 401 × 5.0كثافة  عندعلى حاملات الخلايا والأنسجة 

 أيام. 0إلى  2كل  استيدال هذه الأوساط ، تمالأمد ةطويلزراعة ال

 Laser Scanning Confocal Microscopy and 

Orientation Analysis 

ثم في ومن ، (الجذعية على حاملات الخلايا والأنسجة ايلخلال الأولي يذرالساعة بعد  24) يوم الأولال في عيناتتم تصوير ال

مجموعة واحدة من تلوين  ، تم(cell orientation analysisالخلايا )تحليل اتجاه ومن أجل . 01و  00و  02و  1و  4يام الأ

  فلوريسئينكلوروميثيل 0ثنايي أسيتات  من ولًام ايكروم 00) (CellTracker CMFDA) الـ باستخدامالعينات 

(15 µm 5-chloromethylfluorescein diacetate) ( مُلَوِّن متأل وهو )الجزيئية الإنفيتروجين يرمسابمن ، باللون الأخضر 

Molecular Probes Invitrogen ،كارلسياد Carlsbad )تأل الم التصويرمن أجل ، كاليفورنيا (fluorescence imaging) تم و

لضمان ( formaldehyde phosphate buffered saline - PBS) الفورمالدهايدبفوسفات  مَدرروءمحلول ملحي  من %0.5ها في تيثيت

  إلى الضجيج شارةللإ قويةالسمح  النسب  أثناء التصوير. ةتغيرحالات غير مفي كان   ايالخلا ات وأشكالهين توجأ

(signal - to - noise ratios) ماسح بواسطة الليزر مُيايِرمجهر تم استخدام  وقد .ايه الخلايتوج لصور موثوقكمي تحليل ب/ 
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( Radiance 2000, Bio-Rad, Hercules, California) (multiphoton / laser scanning confocal microscope) الفوتونات المتعددة

  (Plan Apo) من مرة 21مجهر بتكيير عدسة مع  (Nikon TE2000-S) ( من نوعinverted microscopeومجهر عاكس )

(NA = 0.75 .لإنتاج الصور )واسطةنة بلوَّالخلايا الماف وتفي حين تم اكف (CMFDA)  ٍاليولي  ، تم تصوير أليافأل متبوكل

مكن تصوير الخلايا ، أتأل  والمنعكسالم النمطينبالتناوب بين و .[49]المنعكس  النمطفي  انفسه يةالنانو (PCLكابرولاكتون )

 اختيارهاتم  على الأقل ات ختلفةهدامو خمسأخذ صور من  تم نفسه على العينة. وقد نطقةالم موقع وألياف النانو من

 تم تحديد، رالصوباستخدام تحليل و. 01يوم الإلى  0يوم الن ا ميلاالخ زمنية ختلفة لزراعة كل عينة في نقاط على عوواييًّا

 تم . وقدرصوَّمُ موهدكل ل( horizontal axis مرجع )على سييل المثال، محور أفقي سية إلىنبال كميًّا ه الخلايا والأليافيتوج

، (hMSCs) للخلايا الجذعية المتوسطية اليورية( elongated shape)الممدود  الوكل ا عن طري يلاالخه يجوقياس ت تسهيل

 .واضح بوكلٍ امحددً رييسيًّا امحورً أظهرالذي و

 hMSC Viability and 

Fluorescence Visualization 

  (cell viability assay) ا على اليقاء على قيد الحياةيالخلا قدرة (فحص) مُقايَسَة باستخدامالعينات تلوين تم 

( عر غواء الخلايا الحية، ولمايكرو م 2) (calcein AMالـ ) ينتور ،وباختصار(. Molecular Probes زيئيةالج يرسابمن الم)

 كنيم ، في حين(green fluorescence) أخضر اتألقًيعث لي( intracellular esterase)ي داخل الخلو سرتِرازإنزيم الِإ ويتفاعل مع

لية الخغواء  ذاتيتة الملايا الخ فقط دخلأن ي( تمايكرو مولا 4)( ethidium homodimer-1) 0المتماثل المثنوييثيديوم للإ

تم تحديد  عينةكل ومن أجل . (nucleic acids) الأحما  النوويةالارتياط بعند ( red fluorescence) أحمر الييعث تألقًتالف ال

 عووايي. بوكلٍ تم اختيارهاعلى الأقل  مناط  مواهدة ثلاث من من الخلايا والنسية المئوية للخلايا الحية والميتة الكلي عددال

 (rhodamine - phalloidin) فالويدين  باستخدام رودامين( microfilaments) المايكرويةوقد تم تلوين الخيوط 

من أجل تلوين الخيوط  01و  4(. وقد تم اختيار عينات من الأيام Molecular Probes زيئيةالجسابير الم من نانو مول، 051)

 اذللسماح بالنفو .(formaldehyde PBSبفوسفات الفورمالدهايد ) مَدرروءلول ملحي لمح % 0.5في  هاتيثيت وتم المايكروية

(permeabilize) الـ من % 1.0 وضع العينات في تم غواء الخلية، عر (Triton X-100) بالفوسفات مَدرروءملحي  محلول في 

(PBS)  مَدرروءملحي محلول  ثلاث مرات باستخدام وتم غسلها ،مئوية 4 عند درجة حرارة دقاي  0لمدة ( بالفوسفاتPBS) .

 من % 0 في الحاضنة بوكلٍ مسي  مع العيناتوضع  ، تم(nonspecific binding sites) ددةالمحغير  الربط مواقع لتقييدو

(BSA)  مَدرروءمرات باستخدام محلول ملحي  ثلاث هاغسلتم و ،دقيقة 01لمدة ( بالفوسفاتPBS)خيوط تلوين . وتم 

تم العثور  وقد. (BSA)الـ  من % 0 فالويدين في  رودامين باستخدام صياح اليوم التاليحتى  (actin filaments) الأكتين

 hMSC - nanofiber adhesion - like) ألياف النانو  الخلايا الجذعية المتوسطية اليوريةشيه ملتصقة من  فريدة على بنى

structures ) مجهر عالية التكيير.عدسات باستخدام  اأيضًها فحصوتم 
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 STATISTICS 

 cell - seeded oriented) عينات حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو الموجهة الميذورة بالخلايا ر منصوَّمُموهد لكل 

nanofibrous scaffolds )الخلايا زاوية اتجاهب متوسط احستم ، 01و  00و  02و  1و  4و  0لأيام ل ابلةالمقو  

(cell orientation angle) الألياف زاوية اتجاه  ومتوسط(fiber orientation angle )حدد الفرق وقد  اتجاه مرجعي. بالنسية إلى

 اياوزتم الحصول على توزيعات فقد بالإضافة إلى ذلك، وألياف النانو.  للخلايا  بين هاتين الكميتين متوسط الزاوية النسيية

كل  على مواهد ةثلاث من أجل المقابلة الأليافه يجوتزوايا  متوسط بالنسية إلى ةالنسيي (cell angle distributions) ايالخلا

ثنايي  ستيودن تي اختيار باستخدام  بوكلٍ إحصايي الثلاثل هذه التوزيعات يلتم تح. والخلايا والأنسجة لةمامن حعينة 

وبالتالي، ومن  (.P > 1.10) إحصاييًّا بها امُعرتدًّكون لا ت بحيث تفاوتاتالتم تحديد و (Student’s two-tailed t test) الطرف

كل يوم. وهكذا تم الحصول على متوسط لالثلاث المنفصلة، تم توكيل توزيع إجمالي المواهد خلال الجمع بين الييانات من 

 توير الزواياوالمقابل لكل يوم. ( standard deviation) يعيارالم نحرافالا إلى جنب مع اف جنيًاليلأا  ايللخلا الزاوية النسيية

فيما و .اأساسً ةهوجَّالملياف النانو لأموازية  أو أقل إلى محاذاة خلايا اتدرج 01 بقيمةالألياف  للخلايا  ةتوسطالنسيية الم

ألياف النانو  الخلايا  يتعل  بحاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو العووايية، فإن جميع القيم ضمن توزيعات زوايا

الخلايا يمكن مقارنة توزيعات زوايا فقيم متوسطة للزوايا. ومع ذلك،  أيوبالتالي لا يمكن تحديد  ؛متساويةها احتمالات ديل

مع تلك الموجودة في حاملات الخلايا  بوكلٍ نوعيفي حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو العووايية  ألياف النانو 

 .هةالموجَّ والأنسجة ذات ألياف النانو

 RESULTS AND DISCUSSION 

 

Characterization of Electrospun PCL Nanofibrous Scaffolds 

 لألياف النانو في كلٍ (structural morphology) يينيووكل الاللمراقية  (SEM) الماسح لكترونيإنجاز التصوير باستخدام المجهر الإتم 

بأنها  (a 1.5 رقم )الوكل ةالعووايي الخلايا والأنسجة لةماحظهر وتُ(. وجهةالمأو  ةعوواييال) الخلايا والأنسجة لاتماح نوعيمن 

( b 1.5رقم  )الوكل الخلايا والأنسجة الموجهةحاملة ت أظهر، وفي المقابل. محدده يجوتتكون من ألياف نانو ليس لها ت

حاملة الخلايا والأنسجة  غاليية ألياف النانو في كان جنوب في هذه الحالة(. وقد   )شمالمحدد ه يتوج ذاتألياف نانو 

لى ع بناءًونانومتر.  041 ± 121 على أنه ليف النانوقطر ر متوسط يقدقد تم ت. واا بعضًبعضه الموجهة متراصفة بالنسية إلى

الخلايا وقدرة  وتكاثر لتصاقلامناسية ( porosity)سامية بم تتميز لاتمالحهذه ا، فإن (SEM) الماسح لكترونيالمجهر الإ صور

 .على قيد الحياةعلى اليقاء 
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 تقنيات التصنيع النانوي الواعدة لتطوير حاملات خلايا وأنسجة من أجل هندسة الأنسجة

SEMPCL

PCLab

PCL fragments

 Orientation of Cells 

and Nanofibers for Random and Oriented Scaffolds 

الماسح  يايِر( وألياف النانو في وقٍ  واحد عن طري  الفحص المجهري المhMSCsتم تصوير الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )

( النانوية PCL( لتحديد تأثير توجيه ألياف اليولي كابرولاكتون )laser scanning confocal microscopy - LSCMبواسطة الليزر )

 كية بألوانٍ مستعارة للخلايا الجذعية المتوسطية اليوريةمترا اصورً (1.1) رقم على محاذاة الخلايا. يُظهر الوكل كهرباييًّاالمغزولة 

(hMSCs على حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف )اليولي كابرولاكتون ( )باللون الأخضر(، وألياف النانو )باللون الأحمر

(PCL) ( النانويةa1( العووايية و )b2.الموجهة بعد يوم واحد من زراعة الخلايا ) مراكية الصور أصيح من الملاحظ   فعندما تم

اختلافات كييرة في توجيه الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية  هناكساعة من الحضانة، كان   24بوكلٍ واضح أنه، وبعد فقط و

(hMSCs)  المزروعة على حاملة الخلايا والأنسجة العووايية بالمقارنة مع تلك المزروعة على حاملة الخلايا والأنسجة الموجهة. وقد

بالنسية إلى المحور الأفقي من أجل عينات حاملات الخلايا  (hMSCs)تم تحديد زوايا اتجاه الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية 

الخلايا الجذعية  هيتوزيعات زوايا توج (histograms) ع الإحصايييللتوز ييانيةالرسوم ال تُظهرة. ووالأنسجة العووايية والموجه

 وكما .(1.1) رقم لوكلا فيخضر الأوريط ال ذات في الرسوم الييانية واحد من زراعة الخلايابعد يوم  (hMSC) المتوسطية اليورية

 نحراف)الا (b2 1.1رقم ) هو مؤكد من خلال التوزيع الضي  لزوايا الخلايا الميين في الرسم اليياني للتوزيع الإحصايي في الوكل

ذات  لتتراصف على حاملة الخلايا والأنسجة (hMSCs)(، فقد تم تحفيز الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية درجة 02المعياري 

مع  بعيد إلى حدٍّ الموجهة الخلايا والأنسجة لاتماحعلى  ايمحاذاة الخلا فقد تطابق  ،بالإضافة إلى ذلك. ألياف النانو الموجهة

لتوزيع زوايا المعياري  نحرافالا بل  ، حيث(b3 1.1رقم )الوكل  الخلايا والأنسجة لاتماالأساسي لألياف النانو في حه يجالتو

عووايية ال الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو لةماحأخرى، فقد أظهرت الخلايا الميذورة على  ومن ناحيةٍ .درجة 00 ألياف النانو
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في  العري التوزيع الزاوي  من خلال دهايأكت تم (، والتيa1 1.1رقم  )الوكلللخلايا  محدد اتجاه عدم وجودساعة  24لمدة 

الخلايا  لاتماحألياف النانو في فقد أظهرت ، ثلاوكلٍ مموب. (a2 1.1رقم ) الوكل توزيع الإحصايي منالرسم اليياني لل

 (.a3 1.1رقم  )الوكل اعريضً ازاويًّ اتوزيعً اأيضً عوواييةال والأنسجة

 

hMSCs

PCLa1b1

hMSCa2b2

 

a3b3a2a3

b2b3 
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وألياف النانو في كل نوع من حاملة الخلايا والأنسجة  (hMSCs)وكان  اتجاهات الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية 

واحد. ويُظهر  بوكلٍ ملحوظ لتلك التي وجدت بعد زراعة الخلايا لمدة يومووابهة م ايومً 01لمدة بعد فترة زراعة أطول و

المزروعة على حاملة الخلايا  (hMSCs)قد بقي  الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية . ل01اليوم  نتايج (1.1رقم )الوكل 

محافظةً على درجة ممتازة من المحاذاة التامة للخلايا.  ايومً 01( لمدة b1 1.1رقم  والأنسجة ذات ألياف النانو الموجهة )الوكل

ة للتوزيع الإحصايي لمحاذاة الخلايا المكاني على حاملة الخلايا وقد تم تأكيد ذلك مرة أخرى من خلال الرسوم اليياني

(؛ حيث يُظهر كلاهما توزيعات ضيقة b3 1.1رقم ( واتجاه ألياف النانو )الوكل b2 1.1رقم والأنسجة الموجهة )الوكل 

وقد أظهرت  .ابعضًمع بعضها  املحوظً ا، على التوالي( وتطابقًدرجة 02و  درجة 21ات المعيارية من نحرافللزوايا )الا

 اأرقًّ لًا( المزروعة على حاملات الخلايا والأنسجة الموجهة وبوكلٍ نوعي شكhMSCsالخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )

مما يوير إلى أن شكل الخلية قد يكون تأثر من  ؛من الخلايا المزروعة على حاملات الخلايا والأنسجة العووايية اوأكثر امتدادً

وبوكلٍ موابه للنتايج التي تم الحصول عليها بعد يوم واحد من الحضانة، لم تُظهِر الخلايا  خلال الينية المنظمة لألياف النانو.

( a1 1.1رقم )الوكل  ايومً 01( المزروعة على حاملة الخلايا والأنسجة العووايية بعد hMSCsالجذعية المتوسطية اليورية )

 011وقد حافظ  على توزيع أعر  بوكلٍ بارز لزوايا توجيه الخلايا يمتد على أكثر من  ،أهمية اتوجيه للخلايا ذ أيَّ

(. ومع a3 1.1رقم (، والذي يرتيط مع التوزيع العووايي لزوايا اتجاه ألياف النانو )الوكل a2 1.1رقم )الوكل  درجة

( بأنها hMSCsمن زراعة الخلايا قد بدت الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية ) ايومً 01إلى أنه وبعد  ذلك، فلا بد من الإشارة

( في حاملة الخلايا والأنسجة العووايية. localized’’ self - alignment‘‘تُظهر بضع مناط  من المحاذاة الذاتية "الموضعية" )

 اأو محددً تفضيليًّا ا، تيدو بع  الخلايا بأنها تُظهر توجيهً(a1 1.1رقم )هو مواهد في الجزء السفلي الأيسر من الوكل  وكما

(preferred orientation( على النحو الذي تم تأكيده من خلال الجزء جرسي الوكل ،)bell - shaped portion لتوزيع زوايا )

 proliferative and. وتُعزى هذه النتيجة إلى زراعة خلايا تكاثرية ومتكدسة )مجمَّعة( )(a2 1.1رقم )الخلايا المقابل في الوكل 

confluent cell culture( أكثر من محاذاة الخلايا الموجهة بواسطة ألياف النانو الضمنية أو الكامنة )underlying nanofibers .)

(، والذي يظهر hMSCs( للخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )localized self-assemblyإن هذا التجميع الذاتي الموضعي )

( التي يتم مواهدتها على global organizationعلى الرغم من عووايية الألياف الضمنية، يفتقر إلى ميزات التنظيم الوامل )

وإن كان على المستوى  أن نقص التحكم بتوجيه الخلايا  (. غيرa1 1.1رقم حاملة الخلايا والأنسجة الموجهة )الوكل 

يجعل لهذا التأثير المحلي القليل من الأهمية على الهدف الكلي لهذا العمل، وبالتحديد على  ( localized scaleالموضعي )

 محاذاة الخلايا بطريقة شاملة وقابلة للتحكم بها.
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Consistent Long-Term hMSC Alignment on Oriented Nanofibrous Scaffolds 

( النانوية الموجهة في تعزيز PCLتم إجراء التحليل الكمي لفعالية حاملة الخلايا والأنسجة ذات ألياف اليولي كابرولاكتون )

وقد تم تحديد التوزيعات الزّاوية النسيية  ( الميذورة في نقاط زمنية ختلفة.hMSCsمحاذاة الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )

من توزيعات زوايا الخلايا،  يةلياف النانوالأالخلايا والأنسجة الموجهة عن طري  طرح متوسط زاوية  للخلايا من أجل حاملات

حتى  0يوم المن  زروعةالملعينات لم النتايج ااستخدقد تم و في كل نقطة زمنية. لأليافا لخلايا لوتحديد متوسط الزاوية النسيية 

. (hMSC) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية في محاذاة زمنتغييرات تعتمد على ال أيلتقييم فعالية والكمقياس لتقييم  01يوم ال

ات ذحاملات الخلايا والأنسجة جميع عينات  لومن أج، للخلايا ةنسييالكان  الزوايا ، فقد (1.01)وكما هو ميين في الوكل 

المحاذاة الدقيقة والمتسقة للخلايا  وبالتالي، فقد تم تأكيد. درجة 01 ±ضمن ، 01يوم الإلى  0يوم الالموجهة من  ألياف النانو

إلى  0طويلة الأمد. فمن اليوم الزراعة ولية والأزراعة المن أجل  النانو الموجهةعلى حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف 

من أجل حاملات الخلايا والأنسجة ذات  الألياف للخلايا ات المعيارية للتوزيعات الزّاوية النسيية نحراف، بقي  الا01اليوم 

للزاوية  واحد معياري انحرافضمن ، مع كل القيم اليومية المتوسطة درجة 01إلى  درجة 00 من ألياف النانو الموجهة في المجال

يا الجذعية المتوسطية وهذا يوير إلى أنه قد تم الحفاظ على الالتصاق الأولي للخلا )المحاذاة الكاملة(. درجةصفر المرجعية الموتركة 

 .ايومً 01بحاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو لكامل فترة الحضانة الممتدة  (hMSC)اليورية 
 

hMSC

T-testtwo-tailedunpaired

P

average relative cell orientation anglestandard deviation

σ
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hMSC Viability On PCL Nanofibrous Scaffolds 

يا والأنسجة العووايية والموجهة ( المزروعة على حاملات الخلاhMSCsتم اختيار قدرة الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )

)فحص( التأل  الحي / المي   مُقايَسَةعلى اليقاء على قيد الحياة على المديين القصير والطويل الأجل من خلال استخدام 

(live / dead fluorescence assayوتم إحصاء العدد الكلي للخلايا الحية والميتة من أجل كل ن .) وع من حاملة الخلايا

من زراعة الخلايا. وقد تم احتساب النسية المئوية  ايومً 01و  4مناط  مواهدة ختلفة بعد  نسجة فيما لا يقل عن ثلاثوالأ

بالإضافة إلى ذلك، ومن إجمالي عدد الخلايا . (1.0رقم ) للخلايا الحية من إجمالي عدد الخلايا وتظهر النتايج في الجدول

الخلايا عن طري  قياس مجال منطقة المواهدة واستقراء الييانات في وحدات من الخلايا كثافة حظ، فقد تم احتساب متوسط الملا

،  %( 51الخلايا الميذورة على كلا النوعين من حاملات الخلايا والأنسجة حية )أكر من لكل سنتيمتر مربع. وقد كان  معظم 

ن تلك التي لوحظ  من أجل الخلايا المزروعة في تجربة عينة لكن قدرة هذه الخلايا على اليقاء على قيد الحياة كان  أقل مو

((. ويمكن أن تُعزى النسب المئوية الأقل petri dishes) بِتررِي( )على سييل المثال، على أطياق control experimentالمراقية )

( غير hMSCsمتوسطية بورية ) الحياة إلى حقيقة أننا استخدمنا خلايا جذعيةالظاهرة لقدرة الخلايا على اليقاء على قيد 

متمايزة، ولكنها تكاثرية بوكلٍ عالٍ. فعلى سييل المثال، وعلى الرغم من أن الكثافة الأولية ليذر الخلايا الجذعية المتوسطية 

خلية / سنتيمتر مربع(، إلا أن الخلايا الجذعية  401 × 5.0( كان  متواضعة )initial hMSCs seeding densityاليورية )

( قد تكاثرت بوكلٍ سريع وأصيح  متكدسة أو مجمَّعة مع بعضها. وكما هو ميين في الجدول hMSCsالمتوسطية اليورية )

(، فقد ازدادت كثافات الخلايا على كلٍّ من حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو العووايية والموجهة 1.0رقم )

 أن النسية المئوية للخلايا الحية قد بقي  ثابتة نسييًّا. ولأن اليولي ، في حين01إلى اليوم  4بوكلٍ ملحوظ من اليوم 

( هو مادة متوافقة حيويًّا معروفة جيدًا، فمن غير المرجح أن تكون مسؤولة عن القدرة الأقل الظاهرة PCLكابرولاكتون )

ك، فقد تم اقتراح أن كثافة بذر الخلايا ( لليقاء على قيد الحياة. وبدلًا من ذلhMSCsللخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )

المثالية يمكن أن تكون قد حسّن  من قدرة الخلايا على اليقاء على قيد الحياة. على سييل المثال، لقد ظهر بأن الكثافة الأولية 

قدرة الخلايا  ( النانوية عامل مهم من أجلPCLليذر الخلايا على حاملة الخلايا والأنسجة ذات ألياف اليولي كابرولاكتون )

( على اليقاء على قيد الحياة ومن أجل تكاثرها وتمايزها وذلك على المدى القصير hMSCالجذعية المتوسطية اليورية )

( hMSCs. ومع ذلك، فإنه من المتوقع عندما يتم تحري  الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )[20,21,38,50]والطويل الأجل 

(، فسيؤدي الانخفا  في تكاثر الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية specific cell lineageالخلايا ) لتتمايز إلى نوعٍ محدد من

(hMSC proliferation إلى قدرة أفضل ليقاء الخلايا على قيد الحياة. بالإضافة إلى ذلك، وعلى الرغم من أن حاملات )

( والمستخدمة في هذا العمل كان electrospun nanofibrous scaffoldsالخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو المغزولة كهرباييًّا )

( في أوساط زراعة الخلايا، presoaking( ولاحقًا قيل النقع )prior to sterilizationقد تم تجفيفها بواسطة الهواء قيل التعقيم )

( قيل التعقيم. وينيغي لإنجاز هذه vacuum chamberفلم يتم وضع أيًا من حاملات الخلايا والأنسجة في غرفة تخلية )شفط( )

( من عملية الغزل الكهربايي، residual organic solventالخطوة في الدراسات المستقيلية إزالة أي مذيب عضوي متيٍ  )

 والذي يمكن أن يؤثر بوكلٍ سلبي على قدرة الخلايا على اليقاء على قيد الحياة.
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hMSC

 

 

 

 Cytoskeletal 

Reorganization and hMSC–Nanofiber Adhesions 

 aligned PCL) النانوية المتراصفةاليولي كابرولاكتون  الناجمة عن ألياف (cell elongationا )ياستطالة الخلا أن من المتوقع

nanofibers) يةوالخل يةيكلاله ينىد تنظيم اليعت (cytoskeletal structures) ُتالتصاق وو شكلنظم التي ت( نقلlocomotion )

 لاتماحأيام على  4لمدة  المزروعة (hMSCs) للخلايا الجذعية المتوسطية اليورية المايكرويةقد تم تلوين الخيوط . والخلايا

 brightly) بمتأل  ساطع وجهة وعلى الزجاجالمعووايية والنانوية ال (PCLاليولي كابرولاكتون ) الخلايا والأنسجة ذات ألياف

fluorescent) الماسح بواسطة الليزر يايِرالمتم تصويرها باستخدام الفحص المجهري ، وفالويدين  باستخدام رودامين 

(LSCM) . الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية رتأظهوقد (hMSCs) ية الوكل النموذجي على ركيزة زجاج المزروعة

من الكييرة مريية و (actin stress fibers) الأكتين كان  ألياف إجهادوقد  (.a 1.00رقم  )الوكل الخلايا نتوارلا والمتوقع

 سطحةالم ه الركيزةعلى هذ (hMSC) للخلايا الجذعية المتوسطية اليورية قوىالألتصاق لاتكون مسؤولة عن ا أن مكنالم

 cell) وتنتهي عند نقطة موتركة على غواء الخلية اعمل معًتكثيرة ال الإجهاد ألياف أن بداقد . و[51]( ثنايية الأبعاد)

membrane)، ُبؤريرجح موقع اتصال على الأ ةًلوكِّم (focal contact site) وجودة فيالم المايكرويةالخيوط . وبالمقارنة مع 

في  اختلاف كيير حظولفقد ، (flat substrates) ةمسطحعلى ركايز  زروعةالم (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية

 زروعةالم (hMSC) الجذعية المتوسطية اليوريةللخلايا ( actin cytoskeletal organization) ي الأكتينيوالخل ييكلالهتنظيم ال

قد لعلى سييل المثال،  .ةوالموجه ةالعوواييالنانوية  (PCLاليولي كابرولاكتون )حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف على 

على حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو العووايية  الميذورة (hMSCs)ت الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية أظهر

زة على نحوٍ ركَّمُ وأكتينات (elongated cell morphology) للخلايا ممدود شكل( b 1.00رقم  أيام )الوكل 4زروعة لمدة والم

رقيقة ال( fibrous actin structures) أن الينى الأكتينية الليفية. ومن المثير للاهتمام، (densely concentrated actins) كثيف

خاص في  بوكلٍ املاحظته وقد تم، ةواضح كان  وألياف النانو المحيطة (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية بين

 تم بذرمجاور. وعندما نانوي  (PCLبولي كابرولاكتون ) ليفمع سهم يوير إلى  لوكلفي ا ةرداي الموضوعة ضمنالمنطقة 

النانوية  (PCLاليولي كابرولاكتون )الخلايا والأنسجة ذات ألياف لة ماحعلى  (hMSCs)الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية 
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الأسهم  خلالن ظاهر مرة أخرى م الذي هو، وألياف النانوومحاذاة بجانب حزمة  استطالةأكثر حتى  كان  الخلايا، الموجهة

بوكلٍ كثيف، وكان  بع  حزم  ازة أيضًالأكتينات في هذه الخلايا المتراصفة مركَّقد كان  و .(c 1.00رقم ) في الوكل

وحظ لُفقد ، ومع ذلكفي الغالب متراصفة في نفس اتجاه ألياف النانو المجاورة.  (actin filament bundles) الخيوط الأكتينية

 الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية تربط( رقيقة fibrous tether - like actin structures)الحيل ب شييهه بنى أكتينية ليفية اأيضً

(hMSC)  لاحظ بوكلٍ خاص في المناط  الموضوعة ضمن دواير في وهو ما يُالمجاورة، المتراصفة  ألياف النانو ةحزممع

 لربط الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية إلى مفهوم الخصايص الفريدة النتايج كن أن تؤدي هذهويم .(c 1.00رقم )الوكل 

(hMSC) الملساء الوعايية الخلايا العضليةأن بنتايجنا مع تقرير ساب  تتف  و ألياف النانو.ب (vascular smooth muscle cells )

 fibrous)اتصالات ليفية  اأيضًر طوّتُة صفاترالماليوليمرية  حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانوعة على وزرالم

connections ) لخلايال ات ممكنةعلى التصاق لًايكرت فيه تقدم دلتجدر الإشارة إلى أن الصور التي ذُفمع ذلك، و. [1]مماثلة 

لنا وفي المقابل، تُظهر النتايج التي توصَّ .(SEM) الماسح لكترونيالمجهر الإ الحصول عليها باستخدام ألياف النانو وقد تم 

ألياف النانو، ولكن  ( hMSC يوجد فقط اتصالات ليفية مماثلة في تفاعلات الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )إليها بأنه لا

(. adhesion - like structuresأن توارك خيوط الأكتين في تطوير تلك الينى الفريدة الموابهة للالتصاق ) امن المحتمل أيضً

( المواهدة في الخلايا الجذعية dense actin networksأن نلاحظ أن شيكات الأكتين الكثيفة ) اومن المثير للاهتمام أيضً

( الممتدة والمزروعة على حاملات الخلايا والأنسجة ذات ألياف النانو العووايية والموجهة تيدي hMSCsالمتوسطية اليورية )

 mature articularالغضروفية المفصلية الناضجة )( الملاحظ في الخلايا cytoskeletonمع هيكل الخلية ) اتوابهً

chondrocytes( وبوكلٍ خاص على السطح المفصلي ،)articular surface )[52]مما يوير إلى أن استخدام حاملات الخلايا  ؛

. ولأن [21-19]لمحاكاة أفضل للنسيج الغضروفي المفصلي  اوالأنسجة ذات ألياف النانو اليوليمرية الموجهة يمكن أن يكون مفيدً

( الينى المايكروية والنانوية engineered tissue constructنجاح هندسة الأنسجة سيتطلب أن تحاكي بنية الأنسجة المهندسة )

(micro- and nanostructures( والمحاذاة المكانية )spatial alignment ) ووظيفة الأنسجة الطييعية، فإن الاستخدام الأمثل

( جنيًا إلى جنب مع المعالجة اليارعة aligned nanofibrous scaffoldsوالأنسجة ذات ألياف النانو المتراصفة ) لحاملات الخلايا

(manipulation( للخلايا الجذعية المتوسطية اليورية )hMSCs يمكن أن يُنتج واحدة من حاملات الخلايا والأنسجة المحاكية )

 توافقًا.( الأكثر biomimetic scaffoldsحيويًّا )
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 CONCLUSIONS 

في  الغزل الكهرباييفي  (nanofiber alignment) ألياف النانوتقنيات لمحاذاة  واستخدام ، تم استعرا الحالية في الدراسة

على بنجاح  (hMSCs) زراعة الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية  تموقد . (stem cell culturing) زراعة الخلايا الجذعية

قد تم إجراء . وكهرباييًّاالنانوية المغزولة  (PCLاليولي كابرولاكتون )الخلايا والأنسجة ذات ألياف لات ماحنوعين ختلفين من 

 الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية فعالية اختيار قد تمالداعمة. و ألياف النانوشيكة  بالنسية إلى ايه الخلااتجلا يكم تحديد

(hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية رتأظهوقد  .الموجهةفي اتجاه ألياف النانو  تتراصفل (hMSCs) على  زروعةالم

تم وقد . ايلخلال االأكثر دقة واتساقً اذاةالمحالموجهة  النانوية (PCLاليولي كابرولاكتون )الخلايا والأنسجة ذات ألياف  لةماح

قادرة على كان   (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية للتأكد من أن على قيد الحياةقدرة الخلايا على اليقاء اختيار 

فترة  النانوية أثناء (PCLاليولي كابرولاكتون ) الخلايا والأنسجة ذات أليافلات ماحرت على تكاثلحياة وا اليقاء على قيد

أكتيني للخلايا الجذعية  يوخل يلوحظ إعادة تنظيم هيكل فقد ،بالإضافة إلى ذلك. ايومً 01الممتدة لـ  ايلازراعة الخ

يكروية اخيوط م كوف عن وجودقد تم ال، والخلايا والأنسجة ذات ألياف النانولات ماحعلى  (hMSC) المتوسطية اليورية

إن  النانو المجاورة.ألياف ب (hMSCs) الخلايا الجذعية المتوسطية اليورية   ربطتيلوال احيلل الموابهة الليفية لتصاقاتالا في

للخلايا الجذعية المتوسطية  (chondrogenic differentiation) المزيد من الدراسات جارية لاختيار التمايز المولد للغضروف

النانوية الموجهة، وتأثيرات تغيير  (PCLاليولي كابرولاكتون )الخلايا والأنسجة ذات ألياف  على حاملات (hMSCs)اليورية 

هندسة  تحسينيمكن  إلى أنه مجتمعة، توير النتايج التي توصلنا إليها او ومسامية حاملة الخلايا والأنسجة. ومعًناقطر ألياف الن

 عن طري  (tissue alignment) لتنظيم محاذاة الأنسجة (oriented ECM environment) الموجهةالمصفوفة خارج الخلية  بيئة

لغضروف لددة مثل إنواء المنطقة السطحية المحهندسة الأنسجة تطييقات ، وأن والموجهة كهرباييًّاالمغزولة ألياف النانو 

 .(nanomaterials) الجمع بين الخلايا الجذعية والمواد النانوية طري ن عملحوظ  ن بوكلٍحسّيمكن أن يتالمفصلي 
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