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چكيده
پوست لایه بیرونی بدن است که در معرض آسیب های زیادی قرار دارد. بنابراین، جایگزین‌های پوستی مهندسی شده نقش حیاتی در جایگزینی یا ترمیم بافت‌های بیمار یا آسیب‌دیده دارند. هدف از این مطالعه ساخت و مشخصه یابی داربست های الکتروریسی شده بر پایه پلی آنیلین و صمغ کتیرا برای کاربردهای مهندسی بافت پوست است. پلی آنیلین یک پلیمر ذاتا رسانا است که منجر به تحریک الکتریکی در ناحیه زخم شده و باعث بهبود زخم می شود. همچنین صمغ کتیرا  یک پلی ساکارید پیچیده، بسیار شاخه دار و آنیونی است. صمغ کتیرا توانایی قابل توجهی برای بهبود زخم دارد. داربست های نانوالیاف  توسط روش الکتروریسی با استفاده از آنالیز میکروسکوپ الکترونی روبشی، طیف سنجی فروسرخ تبدیل فوریه و خواص مکانیکی مورد ارزیابی قرار گرفتند. با توجه به تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی، الیاف یکنواخت و نازک بدون هیچ گونه گرهای به دست آمدند. تجزیه و تحلیل طیف سنجی فروسرخ تبدیل فوریه نشان داد که الیاف پیکهای مشخصه کتیرا و پلی آنیلین را نشان دادند. خواص مکانیکی داربست نهایی نشان داد که داربست ها دارای استحکام و انعطاف پذیری کافی هستند. بنابراین نانوالیاف حاصل گزینه مناسبی برای انجام آزمونهای بیشتر جهت استفاده در مهندسی بافت پوست هستند.
کليدواژهها:  مهندسی بافت پوست، الکتروریسی، نانوالیاف، پلی آنیلین، صمغ کتیرا
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Abstract
The skin is the outer layer of the body that is exposed to many injuries. Therefore, tissue-engineered skin substitutes play a vital role in replacing or repairing diseased or damaged tissues. The aim of this study is to fabricate and characterize electrospun scaffolds based on polyaniline, and tragacanth gum for skin tissue engineering applications. Polyaniline is an inherently conductive polymer that leads to electrical stimulation in the wound area and promotes wound healing. Tragacanth gum is a complex, highly branched, and anionic polysaccharide with significant wound healing ability. The nanofibrous scaffolds made by the electrospinning method were evaluated using a scanning electron microscope, fourier transform infrared spectroscopy and mechanical properties. According to the microscopic images, the fibers were smooth without any beads. Fourier transform infrared spectroscopy analysis confirmed the characteristic peaks of polyaniline and tragacanth gum. The mechanical properties of the final scaffolds of showed that they have sufficient strength and flexibility. Therefore, the resulting nanofibrous scaffolds are good candidates for further tests for use in skin tissue engineering.
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مقدمه
پوست، بزرگترین اندام بدن است که مستقیماً در تماس با محیط قرار دارد و از ساختار پیچیده ای تشکیل شده که شامل اپیدرم، درم، زائده‌های پوست، فولیکول‌های مو و غدد چربی است و اولین خط دفاعی بدن است که نه تنها از ورود عوال بیماری زا جلوگیری میکند، بلکه مایعات بدن را نیز حفظ  و دما را تنظیم می‌کند. در حالی که پوست در معرض بیشترین خطر آسیب‌های خارجی و هجوم بیماری است. بنابراین، هنگامی که پوست آسیب زیادی میبیند، زندگی و سلامت انسان در معرض تهدید قرار خواهد گرفت. پس، هرگونه اختلال در یکپارچگی پوست ممکن است منجر به متلاشی شدن بافت و در نتیجه زخم‌های حاد یا مزمن شود[1, 2].
طی چند سال گذشته، پیشرفت و تکامل در زمینه مهندسی بافت پوست و محصولات جایگزین برای بهبود زخم و بازسازی بافت به طور تصاعدی در حال رشد بوده‌ است[3]. این فرآیند شامل سلول‌های مختلف، بیومواد، عوامل بیوشیمیایی و فیزیکوشیمیایی و فناوری‌های مهندسی برای بهبود یا جایگزینی بافت‌های پوست است. فاکتورهای رشد، سلول‌های بنیادی و داربست‌ها در مجموع به عنوان سه گانه مهندسی بافت شناخته میشوند و دانشمندان به دنبال بهترین ترکیب برای استفاده از این ابزارها برای توسعه روشهای ایمن تر و مقرون به صرفه تر برای بهبود و ترمیم زخم بودهاند[2].
در سال‌های اخیر نانوالیاف به دلیل خواص منحصر به فرد مانند نسبت سطح به حجم بالا، چگالی کم، حجم منافذ بالا، اندازه منافذ کوچک و استحکام کششی در مقایسه با الیاف معمولی در طیف وسیعی از کاربردها استفاده می‌شوند[4]. نانوساختار الیاف‌ها می تواند ساختار زمینه خارج سلولی را هم در مورفولوژی و هم از نظر ترکیب تقلید کند[5]. نانوالیاف را می‌توان با تکنیک‌های مختلفی تولید کرد. در این میان، الکتروریسی به عنوان یک تکنیک ساده و قابل اعتماد برای تهیه نانوالیاف صاف با مورفولوژی قابل کنترل از انواع پلیمرها به سرعت در حال توسعه است[6]. داربست‌های نانوالیاف الکتروریسی شده پشتیبانی ساختاری برای سلول‌های خاص و همچنین الگوهایی را برای هدایت رشد و ساخت بافت جدید ارائه می دهند[7].
انواع پلیمرهای طبیعی و مصنوعی زیست تخریب پذیر با خواص زیستی و مکانیکی مطلوب  برای تولید نانوالیاف الکتروریسی استفاده شده است که به طور گسترده برای کاربردهای درمانی مختلف مورد بررسی قرار گرفتهاند[8, 9]. پلیمرهای طبیعی به دلیل تطبیق پذیری شیمیایی، شباهت با زمینه خارج سلولی، عملکرد بیولوژیکی خوب و برهمکنشهای ذاتی سلولی یکی از جذابترین گزینهها برای مهندسی بافت هستند[10]. در واقع با القا و تحریک فرآیند ترمیم زخم، در ترمیم بافتهای آسیب دیده و در نتیجه در بازسازی پوست نقش دارند[11]. در همین حال، پلیمرهای طبیعی زیست سازگاری بهتری را نیز نشان میدهند[9]. اگرچه پلیمرهای مصنوعی ممکن است فاقد بخش‌های برهمکنش سلولی ذاتی موجود در بیوپلیمرهای طبیعی باشند، اما توانایی آنها در کنترل دقیق از نظر ترکیب و تکرارپذیری و استفاده به عنوان کامپوزیت با مواد زیستی طبیعی، آنها را برای کاربردهای بازسازی پوست مثل زخم پوشها و سوختگیها بسیار جالب می‌کند[11, 12].
صمغ کتیرا (TG)، یک پلیساکارید آنیونی پیچیده با ساختاری به شدت شاخهای حاوی نسبت کمی پروتئین است. این پلیمر طبیعی از نظر ساختاری نیز دارای وزن مولکولی بالایی است[13, 14]. TG را میتوان به صورت ترشحات خشک شده از تنه و شاخههای گونههای مختلف گون به دست آورد[14]. ایران، یکی از بزرگترین منابع تولید این صمغ گیاهی است. غیرسمی بودن، غیر سرطان زا بودن، و همچنین زیست سازگاری و زیست تخریب پذیری از ویژگیهای کتیرا هستند. این پلیساکارید طبیعی، محیط مناسبی را برای ترمیم زخم و رشد سلولی در آسیبهای پوستی فراهم کرده است[15].
یکی از ویژگیهای پوست انسان، ماهیت رسانایی پوست سالم است، که نقش مهمی در عملکرد آن ایفا می کند[16]. پلیمرهای ذاتا رسانا، باعث ایجاد تحریک الکتریکی در ناحیه زخم می‌شوند که هدف آن این است که کنترل بیشتری روی تکثیر و تمایز سلول‌ها داشته باشند که در نتیجه سبب یکپارچگی ناحیه زخم می‌شود .بنابراین یک بردار جریان در ناحیه زخم به وجود می‌آید که سلولها به سمت مرکز زخم مهاجرت می‌کنند در نتیجه باعث بهبود زخم می‌شود و فرآیند التیام زخم را تسریع می‌کند[17].
پلی آنیلین (PANI) یک پلیمر رسانا با زیست سازگاری و زیست تخریب ناپذیری است. پتانسیل PANI حاوی ماتریسهایی به عنوان ماده هوشمند برای پشتیبانی از چسبندگی و تمایز سلولی در صورت اعمال محرک های الکتریکی است که آن را برای فعال سازی سلولی و بازسازی بافت مطلوب میکند[18]و بهترین راه برای بهره بردن از مزایای پلیآنیلین، استفاده از آن‌ها به صورت ساختارهای نانوالیافی برای‌ تحریک الکتریکی است[17].
هدف از این پژوهش تولید داربست نانولیفی هادی الکتریسیته با پلیمرهای پلی آنیلین (PANI) و صمغ کتیرا (GT) با استفاده از روش الکتروریسی به منظور چسبندگی، رشد و تکثیر سلول‌های پوست بر روی داربست و همچنین ترمیم و بازسازی آسیبهای این بافت است.

مواد و روش
مواد
پلی وینیل الکل و پلیآنیلین به ترتیب با وزن مولکولی 72000 و 50000 کیلو دالتون از شرکت Merk خریداری شدند. همچنین کامفورسولفونیک اسید از شرکت Merk و صمغ کتیرا از اصفهان خریداری شد.


روش ساخت داربستهای نانوالیافی:
برای تهیه داربستهای نانوالیافی با استفاده از روش الکتروریسی، دو محلول تهیه شدند: ابتدا 8 درصد وزنی پلی وینیل الکل و 1 درصد وزنی صمغ کتیرا به صورت جداگانه در حلال آبی حل شدند. بعد از یکنواخت شدن هرکدام از محلولها، PVA/TG با نسبتهای متفاوت (50/50)، (40/60)، (30/70) و (20/80) روی همزن مغناطیسی با یکدیگر ترکیب شدند .در محلول دوم پلی وینیل الکل در محلول آبی با 8 درصد وزنی حل شده و سپس 1/0 گرم پودر پلی آنیلین و 16/0 گرم کامفورسولفونیک اسید درون حلال دی‌متیل فرم‌‌آمید (DMF) روی همزن مغناطیسی به مدت 3 روز و در دمای 45 درجه سانتیگراد هم زده شد. درنهایت محلولی از پلی آنیلین و پلی وینیل الکل به ترتیب با نسبتهای (50/50)، (40/60)، (30/70) و (20/80) تهیه شد. محلولهای پلیمری به مدت 5 ساعت در دمای اتاق هم زده شدند و در نهایت محلول کاملاً همگن تهیه شد.
برای انجام الکتروریسی دو نازله، ابتدا محلول داربست PVA/TG و PVA/PANI با نسبت مناسب تهیه شده، هرکدام از محلول‌ها به صورت جداگانه درون سرنگ 5 سی سی دستگاه قرار گرفته و با فاصله نوک سوزن تا جمع کننده 10 سانتیمتر و ولتاژ 15 کیلوولت و نرخ جریان 5/0 میلیلیتر بر ساعت و چرخش 200 دور بر دقیقه جمع کننده الکتروریسی شدند. در انتها نانوالیاف تهیه شده توسط بخار گلوتارآلدهید کراسلینک شدند. 

روشهای مشخصه یابی
میکروسکوپ الکترونی روبشی (SEM):
به منظور ارزیابی ریزساختار و مورفولوژی، یکنواخت بودن الیاف، و میانگین قطر الیاف از دستگاه میکروسکوپ الکترونی روبشی،  SEM-Philips x130 دردانشگاه سمنان استفاده شد. تصاویر به‌دست‌آمده توسط نرم‌افزار Image J برای بررسی آماری میانگین قطر الیاف مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. قطرهای به دست آمده، میانگین قطر حدود 50 الیاف درنظر گرفته شده است.
آنالیز طیف‌سنجی فروسرخ تبدیل فوریه (FTIR):
برای شناسایی گروههای عاملی مواد و تغییرات ساختاری با استفاده از آنالیز طیف‌سنجی فروسرخ تبدیل فوریه (FTIR 8400 SHIMADZU) در دانشکده شیمی دانشگاه سمنان انجام شد.
آنالیز خواص مکانیکی داربست ها:
برای بررسی خواص مکانیکی داربست‌های نانوالیافی از تست استحکام کششی مدل H25KS در دانشکده مواد دانشگاه صنعتی اصفهان استفاده شده است. بدین منظور داربستها در ابعاد cm2 4×1 برش داده و بر روی یک الگوی کاغذی مخصوص چسبانده شدند در فک دستگاه قرار گرفت. هر داربست سه بار تکرار انجام شد.

نتایج و بحث
میکروسکوپ الکترونی روبشی:
تصاویر SEM و توزیع اندازه الیاف از داربست های نانوالیاف الکتروریسی شده در شکل 1 نشان داده شده است. باتوجه به تصاویر SEM، داربستهای نانوالیافی PVA/TG و PVA/PANI با نسبت 20/80 صاف، نازک و بدون هیچ گرهای مشاهده شدند که به عنوان داربست مناسب انتخاب گردید. همچنین نتایج SEM نشان داد که میانگین قطر الیاف PVA/TG و PVA/PANI به ترتیب 28±44/184 و 27±48/160 است. داربستهای نانوالیافی PVA/TG-PVA/PANI که توسط الکتروریسی دونازله تهیه شدند، نشان داد دارای الیافی کاملا یکنواخت، صاف و بدون گره هستند و میانگین قطر الیاف آنها 29±45/176 است. بعد از انجام اتصال عرضی توسط بخار گلوتارآلدهید از داربستهای نانوالیافی SEM گرفته و مشاهده شد که مورفولوژی الیاف کمی تغییر کرده و اندازه قطر الیاف در هر سه داربست تغییر محسوسی نداشته و که در شکل 2 آورده شده است.
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شكل 1: آنالیز SEM و میانگین قطر الیاف الف) PVA/TG 
ب) PVA/PANI ج) PVA/TG-PVA/PANI

[image: ]
شکل 2: SEM داربست های کراسلینک شده الف) PVA/TG 
ب) PVA/PANI ج) PVA/TG-PVA/PANI

مشخصه یابی شیمیایی:
در شکل 3 باتوجه به الگوی FT-IR داربست نانوالیاف PVA/TG، پیک هایی در محدوده‌ی cm-1 3500-3000 که مربوط به پیوند OH، پیکی در محدوده‌ی  cm-12900 که مربوط به پیوندCH2 – و نشان دهندهی گروه هیدوکسیل در نمونه میباشد، مشاهده شده است. همچنین پیکهایی در 1095 به پیوندC-O-C ، در1720به پیوندC-O ، در 2927 به پیوندC-H  کششی و 3433 به پیوند OH مربوط می‌شوند که این پیکها در الگوی  FT-IRنمونه PVA مشاهده شده اند[19]. 
پیک در 1738 که به ارتعاشات گروه‌های کربونیل از TG اختصاص دارد که نشان دهندهی وجود GT را در نانوالیاف ترکیبی PVA/TG است[20]. باتوجه به الگوی FT-IR داربست نانوالیاف PVA/PANI، پیکهایی در طیف FTIR، پیکهای مشخصه در حدود cm-1 3300 از ارتعاش کششی گروه N-H از PANI و گروه O-H از PVA ناشی میشوند. پیکهای مشخصه در حدود cm-1 2940 ناشی از ارتعاش کششی گروه C-H  آروماتیک PANI و گروه C-H آلیفاتیک PVA از این نمودار FTIR قابل مشاهده است. پیکهای حدود 1580 و 1425 به ترتیب جذب حلقههای کینون و بنزن PANI هستند[21]. بنابراین، براساس این مشاهدات الیافهای الکتروریسی هیبریدی به خوبی در کنارهم قرار گرفتهاند.
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شكل 3: آنالیز FTIR

خواص مکانیکی:
نتایج حاصل از بررسی خواص مکانیکی داربستها در شکل 4 نشان داده شده است. مدول یانگ داربستهای PVA/TG، PVA/PANI و PVA/TG-PVA/PANI به ترتیب 75/3، 81/1 و07/2 مگاپاسکال همچنین ازدیاد طول در هنگام شکست به ترتیب 28/30، 76/80 و 23/49 درصد شده است. داربست نانوالیافی PVA/TG  نبست به داربست PVA/PANI دارای استحکام کششی بیشتری است. از طرفی سطح زیر نمودار PVA/TG نسبت به نانوالیاف PVA/PANI کمتر شده و ترکیب خاصیت تردی پیدا کرده است.  درحالی که PANI باعث نرمی و انعطاف پذیری بیشتر ترکیب شده است. پس در نهایت داربستهای نانوالیافی PVA/TG-PVA/PANI که توسط روش الکتروریسی دونازله تهیه شدند دارای انعطاف پذیری و استحکام کافی بین این دو داربست هستند.
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شکل 4: آنالیز استحکام کششی

نتيجه‌گيري
در این پژوهش داربستهای نانوالیافی PVA/TG و PVA/PANI با نسبتهای مختلفی الکتروریسی شدند. نتایج SEM نشان داد هر دو داربست نانوالیافی با نسبت 20/80 دارای الیاف صاف و یکنواخت هستند و به عنوان نمونه بهینه انتخاب شدند. سپس هر دو داربست به صورت جداگانه تهیه و توسط الکتروریسی دونازله انجام گرفته و در نهایت داربست نانوالیافی PVA/TG-PVA/PANI با تنظیم پارامترهای نرخ جریان، فاصله نوک سوزن تا جمع کننده و ولتاژ  به ترتیب 5/0 میلی لیتر بر ساعت، 10 سانتی متر و 15 کیلو ولت تشکیل شد. نتایجFTIR  نشان داد داربست نانوالیافی تولید شده دارای پیکهای مشخصهای هستند. همچنین خواص مکانیکی داربست نهایی PVA/TG-PVA/PANI، نشان داد دارای استحکام و انعطاف پذیری کافی هستند. با توجه به نتایج به دست آمده، این داربست ها به منظور انجام آنالیزهای بیشتر و خواص زیستی و آنتی باکتریال به عنوان یک جایگزین پوستی مناسب درحال بررسی انجام آزمون های تکمیلی هستند.
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