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چكيده
در این پروژه رشد سلول PC12  بر روی پلیمرهای PMMA  که مورفولوژی سطح آن‌ها با لیتوگرافی تغییر کرده است صورت گرفته است. از سوی دیگر، تحقیقات نشان داده‌ است سطحی که سلول با آن برهمکنش  دارد نقش مهمی در سرنوشت سلول دارد. سلول‌های عصبی نیز تمایل بیشتری به رشد درون کانال در یک راستای مشخص دارند. بدین جهت در این پژوهش با تابش‌دهی سطح پلیمر مورد نظر شیارهایی در ابعاد نانو و میکرومتر ایجاد شده تا محیط مناسب برای رشد جهت‌مند سلول‌های عصبی ایجاد شود . نتایج به دست آمده از آزمون سلولی برون تنی و کشت سلول‌های PC12 نشان دهنده عدم سمیت و زیست سازگاری در هدایت رشد سلول‌های عصبی می‌باشد و همچنین این سلول تمایز به سلول عصبی پیدا کرده و ماکرهای سلول عصبی بیان شدند. همچنین تابش‌دهی لیزر 660 نانومتر در بازههای زمانی متفاوت برای تحریک سلول‌ها استفاده شد که باعث رشد بیشتر سلول‌ها شد.
کليدواژهها: سلول PC-12، PMMA ،داربست، تابش‌دهی لیرزی.
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Abstract
In this project growth of PC12 cells were surveyed on PMMA that has changed their surface with photolithography. On the other hand, it was shown that each cell line has a surface morphological preference since the substrate which cells interact with it have a significant role in controlling the fate of cells. Nerve cells also tend to grow in a certain direction and channel. such as, in this study surface modification using laser treatment has been done by creating nano and micro patterns on the surface in order to provide a favorable environment for growth of nerve cells. Results of In-vitro cell tests by seeding PC12 cell line implied no cytotoxicity effect, good cytocompatibility also cells were excited by using laser of exposure with 660 nm wavelength to more growth.
Keywords: Pc12 cell, PMMA,Scaffold, laser of exposure.
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مقدمه
با توجه به ناکارآمدی روش‌های درمانی فعلی، ترمیم سیستم عصبی محیطی و سیستم عصبی مرکزی آسیب دیده یک چالش مداوم برای متخصصان مغز و اعصاب بوده است. بنابراین قابل درک است که نیاز حیاتی به گزینه‌هایم هندسی‌شده برای کاربرد پیوند اتوگرافت (خودپیوندینه) یا آلوگرافت(هم پیوندینه) وجود دارد [1]. داربست‌های مهندسی بافت ممکن است به‌عنوان گزینه‌ای جایگزین برای بازسازی اعصاب مرکزی و محیطی عمل کنند [2]. در پیوندزنی اعصاب گرفته شده از بدن خود فرد که به آن خود پیوند گفته می‌شود، مشکلاتی از قبیل عدم تطابق عصب انتقالی با بخش پذیرنده یا اختلال در عملکرد بخش دهنده و همچنین احتمال از بین رفتن عصب در حین جراحی علت عدم رضایت متخصصان شده است. علاوه بر این، در روش پیوند انتقال عصب از دهنده‌های مختلف احتمال انتقال بیماری و تحریک سیستم ایمنی بدن شخص پذیرنده را موجب خواهد شد. بنابراین به‌منظور کمک به ترمیم بافت‌های آسیب دیده تمایل استفاده از زیست مواد افزایش یافته است و در سال‌های اخیر ، روش مهندسی بافت با به کارگیری مواد در ابعاد نانومتری بسیار پرکاربرد شده است [3].
در پژوهشهایMahoney  و همکارانش سلول‌های عصبی PC-12 را روی ریز شیارهایی با عرض 20 تا 60 میکرومتر و عمق 11 میکرومتر که توسط فوتولیتوگرافی تولید شده‌اند، کشت داده‌اند و جهتگیری عصبی بهینه در کانال‌هایی با عرض 20-30 میکرومتر به دست آمد[4]. Rajnicek و همکاران از نورون‌های نخاع اولیه Xenopus و هیپوکامپ موش صحرایی برای بررسی تغییرات هدایت عصبی از طریق شیارهای موازی با عرض‌های مختلف (1، 2، و 4 میکرومتر) و عمق (14 تا 1100 نانومتر) که توسط لیتوگرافی پرتو الکترونی تولید می‌شود، استفاده کردند و نشان دادند رشد نورون‌ها روی سطح لیتوگرافی شده سازماندهی‌شده‌تر و سریع‌تر است [5] . مطالعات نشان داده است بافت عصبی بر روی یک ساختار نواری بلند با رشد جهت‌گیری خوب توزیع می‌شود. و ایجاد چنین ساختارهایی برای بازسازی اعصاب مفید خواهد بود. میلر و همکاران نشان دادند که توزیع نواری الگوی PDLA می‌تواند رفتار رشد جهت‌گیری سلول‌های شوان را تنظیم کند، که بهترین هم ترازی را زمانی که عرض شیار 10-20 میکرومتر بود داشتند، اما عمق شیارها تأثیر کمی را نشان داد [6]. Song و Uhrich اثر اندازه ریزالگوهای لامینین را بر روی نرخ رشد آکسون، طول و تروپیسم DRG مطالعه کردند. آن‌ها نشان دادند که وقتی عرض الگوی پروتئین 40 میکرومتر بود، سلول‌های DRG سریع‌ترین سرعت رشد آکسون و بهترین جهت‌گیری را داشتند [7]. نتیجه مطالعه فعلی و مطالعات ذکر شده فوق نشان داد که وقتی اندازه توپوگرافی مناسب، یعنی به اندازه سلول نزدیک می‌شود، روند بازسازی عصب می‌تواند به طور قابل توجهی ارتقا یابد [8].   در این پژوهش پژوهش با تابش‌دهی سطح پلیمر مورد نظر شیارهایی در ابعاد نانو و میکرومتر ایجاد شده تا محیط مناسب برای رشد جهت‌مند سلول‌های عصبی ایجاد شود.

روشهای تجربی
نمونه‌های پلیمر خام در معرض تابش لیزر با طول‌موج 193 نانومتر  با شاریدگی‌ها، تعداد پالس، زوایای تابش و واگرایی‌های مختلف باریکه نور لیزر قرار گرفتند. سپس نمونه مورد نظر که دارای شیارهای موازی 24 میکرونی بود ابتدا با محاول PBS  حاوی پن استرپ سه مرتبه شستشو داده شد و 30 تحت تابش UV به منظور استریل شدن قرار گرفت و بعد نمونه در کف پلیت قرار گرفت و محیط کشت روی آن ریخته شد و 24 ساعت در انکوباتور قرار گرفت سپس 70000 سلول روی نمونه ریخته شد. میزان بقا و چسبندگی سلول وهمچنین تمایز سلول به سلول عصبی در تابش دهی طول موج  660 نانومتر در بازه زمانی مختلف مورد بررسی قرار گرفت.

بحث و بررسی
در این مطالعه، نمونه‌های پلیمر PMMA  خام در معرض تابش لیزر با شاریدگی‌ها، تعداد پالس‌ها، زوایای تابش و واگرایی‌های مختلف باریکه نور لیزر قرار گرفت و با تغییر این متغیرها پلیمرهایی با ویژگی‌های سطحی متفاوت دارای شیارهای میکرومتری، چهارخانه و کروی ایجاد گردید. بر اساس نتایج، رشد سلول‌ها بعد از چهار روز و هفت روز روی اسکفلدهای با کانال‌های در ابعاد 24 میکرومتر بیشترین بوده است.
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	[bookmark: _Toc97104552]شکل 1: تصاویر میکروسکوپ الکترونی از داربست بدون لیزر، داربست به همراه سلول، داربست به همراه سلول که به آن لیزر 660 نانومتر تابید شده است.


  مطابق شکل1 تصاویر میکروسکوپ الکترونی از داربست به تنهایی بدون سلول، داربست با سلول بدون لیزر و داربست با سلول  به همراه لیزر مشاهده می‌شود. همان‌طور که در شکل مشخص است تعداد سلول روی داربست دارای شیار که به آن لیزر 660 نانومتر تابیده شده است بسیار بیشتر از داربست دارای شیار بدون تابش لیزر است.  همچنین تمایز سلول‌ها با استفاده از مارکر MAP2 (Microtubule associated protein 2)  که یک مارکر اصلی سلول عصبی است بررسی شد.
همان طور که در شکل 2 مشاهده میشود، تعداد سلول‌های تمایز یافته روی داربست شیاردار نسبت به گروه کنترل، افزایش معناداری یافته است. تعداد سلول‌های تمایز یافته به سلول عصبی روی گروه داربست لیزر نیز نسبت به گروه داربست به تنهایی افزایش معنیداری نشان داده است. رنگ آبی که رنگ DAPI را نشان می‌دهد، هسته کلیه سلول‌ها را رنگ آمیزی کرده است. رنگ قرمز که MAP2 را رنگ کرده است، سلول‌های عصبی را رنگ نشان می‌دهد. و رنگ بنفش حاصل تلاقی این دو رنگ است که کلیه سلول‌های دارای هسته دارای مارکر MAP2 را نشان می‌دهد. 
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	شکل 2: تصاویر فلورسانت نشان دهنده سلول‌های بیان کننده ماکر سلول عصبی MAP2 ، رنگ آبی نشان دهنده رنگ DAPI، رنگ قرمز رنگ آنتی بادی MAP2 است و رنگ بنفش تلاقی این دو رنگ است.


در شکل 3 نمودار کمی این مقادیر ترسیم شده است. این یافتهها در توافق با نتایج مطالعاتی است که نشان میدهد جهت‌گیری سلول عصبی و توپولوژی سطح نه تنها در طول رشد سلول عصبی در دوران جنینی اهمیت دارد، بلکه در بازسازی عصبی نیز ضروری است. اینکه نورون‌ها به شدت تحت‌تاثیر محیط اطراف خود قرار می‌گیرند، نشان‌دهنده یک تعامل قوی در سطح مشترک بین سلول و سطح ماده و در نتیجه حساسیت بالا به تغییرات در محیط خارجی آن‌ها است [8] 
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	شکل 3‏0: در نمودار که تعداد سلول‌های عصبی بیان کننده MAP2 را به صورت کمی نشان می‌دهد:  1-کنترل 2-کنترل با لیزر 3 – نمونه خام 4- داربست  5-داربست  به همراه لیزر را نشان می‌دهد.



نتيجه‌گيري
در این تحقیق، ابتدا سمیت داربست ها توسط آزمون MTT مورد بررسی قرار گرفت. همچنین اثر رشد سلول‌ها را در حالت تابش‌دهی و بدون تابش‌دهی و چسبندگی مقایسه شد. همچنین، معناداری آن‌ها نسبت به نمونه خام و گروه کنترل و داربست بدون تابش‌دهی بررسی شد. نتایج نشان میدهند که تابش‌دهی با طول موج مورد نظر باعث تحریک و رشد بیشتر سلول‌ها شده است. از آن جایی که سلول PC12  یک سلول فوق کلیوی است اما این پتانسیل را دارد به سلول عصبی تبدیل شود. از این رو، باید اطمینان حاصل می‌شد که سلول‌های رشد داده شده روی داربست ‌ها تمایز به سلول عصبی پیداکرده‌اند یا خیر، بنابراین چند ماکر عصبی تست شد. در مارکر عصبی MAP2 که با تست ICC  بررسی شد وجود پروتئین MAP2 در سلول‌ها تایید شد. برآیند نتایج به دست آمده از بخش‌های مختلف این پژوهش، نشان داد که استفاده از داربست‌های طراحی شده راهکار مناسبی در مهندسی بافت عصب می‌باشد. همچنین عرض شیارهای موازی و آب‌دوستی آن‌ها باعث چسبندگی بیشتر و تکثیر سلول‌ها می‌شود بدون اینکه سمیتی به وجود آورند. این نتایج حاکی از این امر می‌باشند که روش مورد استفاده روشی نوید بخش در زمینه مهندسی بافت عصبی می‌باشد.
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