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ABSTRACT  

Background and Aim: An accurate cell injection in therapeutic methods is one of the most 

important and challenging stages in animal and human cell therapy. The aim of this study was 

to design and fabricate a device for injecting stem cells into the subretinal space and the 

vitreous body in degenerative eye diseases. 

Materials and Methods: In this study, the primary map of the device, metal molds and the 

appropriate tools for the machine were prepared. The pieces of the device were manufactured 

by a CNC machine and assembled together. In order to verify the device function we used 

immunohistochemistry (IHC) method and fluorescein was injected into the subretinal space of 

the rats. Tissue samples were examined by fluorescent microscope six and 24 hours after 

injection  

Results: The results of IHC showed that six and 24 hours after the injection, fluorescein dye 

was observed in the sub-retinal space, between retinal pigment epithelium (RPE) and 

neurosensory retina. Histologic samples showed minimal damage due to the insertion of 

needle and there was no disorganization in the retina. 

Conclusion: This study revealed that fluorescein can be injected by the micro-injector into 

the subretinal space accurately. It seems that this device has the capability to inject stem cells 

into the retina properly and can be used in animal models. 
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  چکیده

سلول در روش های سلول درمانی یکی از مراحل  مهلم و چلالر برانگیلز در ماالحلات حیلوانی و       صحیح تزریق   :زمینه و هدف

هدف از این ماالحه طراحی و ساخت دستگاهی برای تزریق سلول های بنیادی به فضای زیلر شلبکیه و درون زجاجیله    . انسانی است

 .سلول درمانی در بیماری های تخریبی شبکیه است

در این ماالحه نقشه اولیه دستگاه تهیه شد و سپس قالب های فلزی تهیه و ابزار مناسب برای ساخت دستگاه فراهم  :هاروشمواد و 

بلرای تاییلد کلارکرد دسلتگاه از      .شلدند قاحات دستگاه جداگانه توسط دستگاه برش سی ان سی تهیه شد و بر روی هم سلوار  . شد

اده فلوئورسین در فضای زیر شبکیه بلا دسلتگاه سلاخته شلده در ملوش هلای بلزر         روش ایمونوهیستوشیمی استفاده شد و تزریق م

ساعت بحد از تزریق توسط میکروسکوپ فلوئورسنت جهت  35ساعت و  3نمونه های بافتی بحد از گذشت . آزمایشگاهی انجام شد

 .تزریق صحیح مورد بررسی قرار گرفتند

سلاعت بحلد از    35سلاعت و   3در فضای زیر شبکیه نشان داد که ماده تزریق شلده   نتایج حاص  از تزریق ماده فلوئورسین :ها یافته 

نمونه های . تزریق به درستی در فضای زیر شبکیه قرار گرفته است و بین لایه سلولی رنگ دانه دار شبکیه و شبکیه عصبی قرار دارد

 .دچار بهم ریختگی نشده اند بافتی دارای حداق  آسیب ناشی از ورود سوزن بوده و لایه های بافتی شبکیه

این ماالحه نشان داد که دستگاه میکرواینجکتور سلولی توانسته است به طور صحیح و دقیق ماده فلوئورسین را در  :گیری یجهنت

د به نظر می رسد که این دستگاه توانایی تزریق صحیح سلول های بنیادی به فضای زیر شبکیه را دار. فضای زیر شبکیه تزریق نماید

 . و می تواند در مدل های حیوانی مورد استفاده قرار گیرد

 . میکرواینجکتور، سلول های بنیادی، فضای زیر شبکیه، موش بزر  آزمایشگاهی: کلمات کلیدی

 11/13/66:پذیرش  13/13/66:اصلاحیه نهایی 36/8/68 :وصول مقاله
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 مقدمه

انجام تزریق سلولهای بنیادی به درون چشم به طرق مختلف 

می شود اما باور کلی دو روش برای تزریق سلول به درون 

 sub)تزریق درفضای زیر شبکیه  -1چشم وجود دارد 

retinal space ) تزریق به درون زجاجیه  -3و(intra 

vitreous .) تزریق در فضای زیر شبکیه نیز به سه شک  انجام

دسترسی به فضای زیر شبکیه از طریق قرنیه  -1 ;می شود

که از طریق مردمک و با عبور از عدسی، (ترانس کورنئال)

دسترسی به  -3،  (1)زجاجیه و شبکیه وارد فضا می شود

فضای زیر شبکیه از طریق اسکلرا با عبور از پارس پلانا یا 

دسترسی به فضای زیر شبکیه از طریق  -6و  (3)لیمبوس 

در . (6)شبکیه کوروئید و غشای بروکس بدون آسیب به

تزریق داخ  زجاجیه ای غلظت بالایی از دارو و مواد تزریق 

شونده نیاز است با این حال جداشدگی شبکیه، اندوافتالمیت 

میانگین سهم . (3-5) و خونریزی از عوارض این روش است

شبکیه تحت تاثیر با یکبار تزریق در فضای زیر شبکیه  ساح

اندازه )درصد می باشد که وابسته به سن  6376تا  8736بین 

تزریق در .(4)و حجم تزریق شده می باشد ( کره چشم

 . فضای زیر شبکیه روشی تهاجمی و پیچیده است

یکی از موارد بسیار مهم در پیوند سلولی در بیماری های 

تزریق . تخریبی شبکیه انتخاب مح  دقیق پیوند سلولی است

در فضای زیر شبکیه در بیماری های تخریبی شبکیه از جمله 

 Age Related Macular)تخریب ماکولا وابسته به سن 

Degeneration, AMD ) و رتینیت پیگمنتوزا

Retinitis Pigmentosa, RP ) به دلی  نزدیک بودن به

مح  آسیب موجب مهاجرت بیشتر سلول های پیوند شده 

از طرفی فضای زیر شبکیه محیای است که از . (8)می شود

لحاظ ایمنی به سلول های تزریق شده واکنر ایمنی نشان 

حال ماالحات نشان می دهند که موانع با این  (3) نمی دهد

طبیحی از جمله لایه محدود کننده داخلی شبکیه و همچنین 

ماتریکس خارج سلولی آن در مهاجرت سلول های تزریق 

روش سومی نیز . (6)شده درون فضای زجاجیه وجود دارد 

برای تزریق سلولی وجود دارد که از ورید دمی برای تزریق 

 .(13-713 3)سیستمیک استفاده می شود 

هم اکنون در مرحله بالینی برای درمان بسیاری سلول درمانی 

 از بیماری های شبکیه از جمله تخریب ماکولا وابسته به سن

، استارگات، رتینیت پیگمنتوزا  (نئوواسکولار و آتروفیک)

سلول های مورد استفاده بر حسب پژوهر . قرار دارد

 Retinal)عبارتند از سلول های رنگ دانه دار شبکیه 

Pigment Epithelium, RPE ) مشتق شده از سلول

های بنیادی جنینی و یا سلول های القا شده پرتوان، سلول 

 Human)های بنیادی عصبی مشتق شده از جنین انسانی 

Central Nervous System Stem Cell, 

HuCNS-SC) سلول های بنیادی مشتق شده از بند ناف ،

. نانسانی و سلول های بنیادی اوتولوگوس مغز استخوا

مکانیسم پیشنهاد شده برای سلول درمانی با استفاده از این 

جانشینی سلول های : سلول ها به دو عام  بستگی دارد

آسیب دیده توسط سلول های پیوند شده و یا رها سازی 

پایدار فاکتورهای رشد که موجب افزایر فحالیت سلول 

سلول درمانی در فضای زیر شبکیه به . های شبکیه شود

وسپانسیون سلولی و یا به شک  لایه ای سازمان صورت س

با استفاده از جراحی این . یافته از سلول ها صورت می گیرد

سلول ها را می توان به فضای زیر شبکیه از طریق ویترکتومی 

بسیاری . پارس پلانا، رتینوتومی و انتقال سلولی تزریق نمود

اد از مشکلات به دلی  وسای  جراحی و تکنیک جراحی ایج

می شوند این درحالی است که با افزایر ایمنی سلولی و 

ایمنی جراحی میزان قاب  توجهی از مشکلات بدون برش 

جراحی برای دسترسی بهتر به فضای زیر شبکیه برطرف 

 .(14 ,13)خواهد شد 

رساندن سلول های بنیادی به بافت هدف به طور دقیق، موثر 

هدف در این گونه . و به میزان کافی امری است بسیار مشک 

ی موارد عبارت است از رساندن صحیح سلول ها به مح  ها

آسیب، جلوگیری از آسیب بافت میزبان و حفظ میزان بقا و 

تکثیر سلول های بنیادی بحد از پیوند و  جلوگیری از ایجاد 

مسیرهای دسترسی و پیوند سلول های . بدخیمی و تراتوما
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به طور مثال . بنیادی بر حسب مقاصد پژوهشی متفاوت است

دن تزریق داخ  وریدی یکی از ساده ترین روش های رسان

سلول های بنیادی است اما در این روش اثربخشی سلول 

 هاکم بوده و میزان کمی از سلول ها به مح  ضایحه می رسند

(14) . 

تاکنون استانداری برای تحیین حجم، غلظت و سرعت تزریق 

ینی تحریف نشده سلول های بنیادی در کارآزمایی های بال

برای  RPEسلول  33333به طور مثال تزریق حدودا . است

پوشر کام  ماکولا جهت حفظ دید مرکزی برآورد شده 

همچنین حجم تزریق شده در کارآزمایی های بالینی . است

میکرولیتر بوده است و بنابراین با توجه به  133-143بین 

ا چشم کوچکی اندازه چشم مدل های حیوانی در مقایسه ب

کمتر از چیزی ( میکرولیتر/سلول)انسان، غلظت استفاده شده 

تزریقات . (8)است که در ماالحات حیوانی استفاده می شود 

داخ  زجاجیه و زیر شبکیه هم در کلینیک و هم در 

آزمایشگاه های تحقیقاتی برای تزریق مواد مختلف از جمله 

. (3)داروها و محلول ها و یا سلول ها مورد استفاده است

چنین تزریقاتی می تواند به صورت دستی و از طریق قرار 

دادن یک سوزن به درون صلبیه چشم و ایجاد سوراخ از 

روش . طریق آن به درون زجاجیه یا زیر شبکیه انجام شود

های مختلف تزریق نیازمند قرارگیری صحیح سوزن در 

سوزن تزریق را می توان از طریق . فضای مورد نظر است

درون زجاجیه فرستاد و یا برای ثبت ه پولاترو ها بمیکرومانی

. فحالیت الکتریکی سلول های شبکیه نزدیک شبکیه قرار داد

چنین وسایلی نیازمند قرارگیری درست سوزن در شبکیه 

دستگاه هایی که چنین توانمندی را دارند گران بوده و . است

برای استفاده در حیوانات کوچک آزمایشگاهی مناسب 

 . (16)نیستند

تزریقات داخ  چشمی که به صورت خودکار انجام می 

شود در مقایسه با تزریقاتی که با استفاده دست انجام می 

. شود دارای ایمنی بیشتر و دقت تزریق بیشتری هستند

شرکت استولتینگ دستگاه تزریق کننده ای را طراحی کرده 

است که شبیه به استریوتاکس بوده و می توان برای نمونه 

لف استفاده نمود اما این دستگاه هزینه بالایی داشته های مخت

هم اکنون از تزریق کننده های زیر شبکیه . و به صرفه نیست

و انتهای انحنا دار به  20gلامبرت و لاندرز با اندازه سوزن 

سمت بالا استفاه می شود که البته تزریق با استفاده از دست 

 Ultraمپ با این حال دستگاه اولتراپ. صورت می گیرد

Pomp3, UMP3  نیز ساخته شده است که قابلیت تنظیم

. تزریقات را دارد اما هزینه بالایی دارد و به صرفه نیست

بنابراین ساخت دستگاه های تزریق کننده سلولی . (13-35)

بالا و با هزینه کم برای مقاصد درمانی ضروری به  با دقت

در این طرح وسیله ای طراحی شده است که . نظر می رسد

ساده، کارا و ارزان بوده و در حیوانات آزمایشگاهی قابلیت 

است که  30gاین وسیله دارای سوزن تزریق . استفاده دارد

در دستگاه های میکرومانیپولاتور استفاده می شود و توسط 

مزیت این طرح در داشتن قاحه . دست قابلیت حرکت دارد

ای است که متحرک بوده و امکان حرکت و تنظیم برای 

تزریقات در فضای زیر شبکیه و داخ  زجاجیه توسط دست 

به را فراهم می سازد و بحد از ورود به فضای مورد نظر نیاز 

دست اوپراتور نیست و بنابراین درصد خاای تزریق کاهر 

توانایی تزریق مایع و : مزایای این دستگاه عبارتند از. بدمی یا

سلول در فضای زیر شبکیه و داخ  زجاجیه، قابلیت تزریق 

بصورت افقی و اوریب، قابلیت حرکت سوزن تزریق در 

، قابلیت حرکت (گام حرکت کوچک)مقیاس میکرومتر 

، قابلیت (گام حرکت بزر )سوزن در مقیاس سانتی متر 

سرنگ، تزریق مایع و سلول بدون ایجاد  تنظیم ارتفاع

حرکت و لرزش در سوزن تزریق، قابلیت نصب دوربین و 

همچنین به دلی  استفاده از . ادوات سیستم تزریق خودکار

آلیاژ آلومینیوم در ساخت قاحات دستگاه، لذا به راحتی می 

توان آن را با استفاده از اتوکلاو و یا فور استری  نمود و در 

 . کشت و یا اتاق جراحی استفاده کرد محیط های

 

  ها روشمواد و 

 :گروههای مورد ماالحه
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تمامی روش های مورد استفاده در این تحقیق بر اساس 

 The Association for the Research)دستورالحم  

in Vision and Ophthalmology,ARVO)  برای

ت استفاده از حیوانات در تحقیقات چشم انجام شد و ملاحظا

اخلاقی بر اساس کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی سمنان 

و  IR.SEMUMS.REC.1397.048با کد اخلاق 

مد نظر  1634همچنین دستور الحم  اخلاقی هلسینکی سال 

در این ماالحه از شر سر موش بزر  . قرار گرفت

خریداری شده از ( hooded)آزمایشگاهی نژاد هودد 

نمونه . گرم استفاده شد 333-343انستیتو پاستور با وزن بین 

 35ساعت و  3ها بحد از تزریق ماده فلوئورسین به مدت 

 . ساعت بحد از تزریق مورد ماالحه قرار گرفتند

 :طراحی و ساخت دستگاه

دیسک  -1عبارتند از ( 1شک  شماره )اجزای دستگاه 

 14در قسمت پایین دستگاه یک دیسک به قار )نگهدارنده 

ت یک سانتی متر طراحی گردید که به سانتی متر و ضخام

در نقاه . عنوان پایه نگهدارنده دستگاه محسوب می شود

مرکزی این دیسک یک سوراخ برای اتصال پایه عمودی 

این میله به مرکز )میله عمودی  -3، (درنظر گرفته شده است

دیسک نگهدارنده متص  می شود و سایر اجزا روی آن 

 میلی  14و قار  13طول  این میله دارای. نصب می گردد

میله به صورت ثابت نصب می شود ولی به کمک . متر است

 -6، (مودی سرنگ روی آن قاب  تنظیم استعرابط ارتفاع 

 4.5در  2.5در  2.5مکحب رابط با ابحاد )مکحب رابط 

دو سوراخ در امتدادهای افقی . سانتی متر طراحی شده است

عمودی ایجاد شده و عمودی مکحب برای میله های افقی و 

از طریق این مکحب ارتفاع عمودی و افقی سوزن قاب  . است

شبیه به میله عمودی بوده با این )میله افقی  -5، (تنظیم است 

تفاوت که در انتهای آن یک زائده به همراه سوراخ ایجاد 

دو سویه متص  می   شده است که از طریق آن به مفص

از یک استوانه که دو این مفص  )مفص  دوسویه  -4، (گردد

شیار پایین به . سر آن دارای شیار است تشکی  شده است

میله افقی و شیار بالا به پایپ الاکلنگی از طریق سوراخ هایی 

با ش  کردن پیچ . که در کنار شیار ها قرار دارد پیچ می شود

پایپ الاکلنگی  -3، (ها می توان زاویه تزریق را تغییر داد

لی لوله مانند است که در زیر آن یک یک استوانه تو خا)

. این زائده به مفص  دو سویه متص  می شود. زائده قرار ارد

دسته سرنگ از این . درون پایپ دسته سرنگ قرار می گیرد

و به صورت ( گام بزر )طریق می تواند به عقب و جلو 

دسته  -3، (دورانی حرکت کند و در جای خود محکم شود

سانتی متر است که درون  9.5ه قار یک میله افقی ب)سرنگ 

در قسمت انتهایی دسته سرنگ زائده . پایپ قرار می گیرد

ای قرار دارد که مکانیزم کنسول تزریق روی آن پیچ می 

، (پایه سرنگ در انتهای دیگر دسته سرنگ قرار دارد. شود

محلی برای نصب پمپ پلاستیکی یا شیشه )پایه سرنگ  -8

بحد از قرارگیری در این مح  نگ رپمپ س. ای سرنگ است

مایع و یا سوسپانسیون سلولی . در جای خود محکم می شود

بحد از خروج از طریق یک لوله پلاستیکی به سوزن تزریق 

همچنین پایه سرنگ در قسمت پایین خود . متص  می شود

به . یک پیچ برای ثابت نگه داشتن روی دسته سرنگ دارد

ول بدون حرکت دادن این ترتیب عم  تزریق مایع و سل

کنسول تزریق  -6، (سوزن انجام می پذیرد( تکان و لرزش)

مهمترین بخر طراحی دستگاه یحنی مکانیسم حرکتی )

کنسول . را شام  می شود( گام کوچک)سوزن تزریق 

تزریق روی دسته سرنگ قرار می گیرد و دارای یک آلت 

راهبر سوزن در انتهای . متحرک بنام راهبر سوزن است

سول قرار می گیرد و سوزن تزریق روی راهبر پیچ شده و کن

روی بدنه راهبر یک سوراخ رزوه دار قرار . ثابت می ماند

پس از قرار گرفتن راهبر روی کنسول تزریق، یک پیچ . دارد

بلند از درون سوراخ های تحبیه شده در کنسول تزریق و 

قار سوراخ های . سوراخ رزوه دار راهبر عبور می کند

ول به نحوی انتخاب شده است که پیچ عبوری بتواند کنس

در کناره کنسول شیاری . براحتی حرکت دورانی داشته باشد

سر پیچ دایره ای . برای قرارگرفتن سرپیچ دایره ای قرار دارد
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علاوه بر ایجاد حرکت دورانی مانع از حرکت افقی پیچ می 

و با چرخر پیچ درون راهبر می توان آن را به عقب . شود

گام )جلو هدایت کرده و عمق تزریق را بصورت دقیق 

 (. تنظیم نمود( کوچک

 :تزریق به فضای زیر شبکیه توسط دستگاه طراحی شده

 62.5موش های بزر  آزمایشگاهی توسط کتامین 

mg/kg  12.5و زایلزین mg/kg  از طریق داخ  صفاقی

همچنین مردمک چشم ها توسط قاره فنی  . بیهوش شدند

موهای بلند و . گشاد شد %0.5و پروپاراکایین  %2.5افرین

زائد اطراف چشم حیوان برداشته شد تا دید مناسب و خوبی 

اندازه و پیشرفت گشاد . برای چشم و فوندوس فراهم شود

بحد . شدن مردمک توسط میکروسکوپ جراحی بررسی شد

ازا اینکه موش بزر  آزمایشگاهی بیهوش شد دوز دوم 

موش های بزر  . ی استفاده شدداروی میدریاز چشم

دقیقه وارد بیهوشی عمیق  63تا  33آزمایشگاهی به مدت 

شدند و این زمان مناسبی برای تزریق در فضای زیر شبکیه 

بحد از اینکه موش های بزر  آزمایشگاهی بیهوش . است

شد به صورت لترال در زیر میکروسکوپ جراحی قرار داده 

. و پوزیشن مناسب داده شدشدند و با دست دیگر نگه داشته 

فوندوس چشم   %2.5با استفاده از قاره چشمی متی  سلولز

با استفاده از پنس و قیچی ظریف در کره چشم . مشاهده شد

برش کوچکی ایجاد شد و به آرامی لایه های زیرین باز شد 

میلی  3بحد از نمایان شدن این لایه و . تا لایه اسکلرا دیده شد

موقحیت سوزن  3در موقحیت ساعت  متر در خلف لیمبوس

با استفاده از قاحه ( 30G)تثبیت شد و با سوزن همیلتون 

متحرک دستگاه میکرواینجکتور به آرامی وارد فضای زیر 

 میکرولیتر از محلول فلوئورسین تزریق شد 6شبکیه شد و 

در همین حین سوراخ کوچکی در لبه . (3شک  شماره )

ر داخ  چشم افزایر پیدا خارجی قرنیه ایجاد شد تا فشا

بحد از اتمام تزریق مجدد توسط قاحه متحرک، سوزن . نکند

-10به آرامی خارج شد و مح  برش لایه ها با استفاده از نخ 

برای تایید صحیح بودن تزریق با استفاده از . بخیه زده شد 0

میکروسکوپ ته چشم مشاهده شد و با دیدن برآمدگی یا 

bleb لافاصله بحد از تزریق و پایان جراجی ب. تزریق تایید شد

از پماد چشمی حاوی باسیتراسین، نئومایسین و پلی میکسین 

 . استفاده شد تا ریسک عفونت و آسیب قرنیه کاهر یابد

 :ایمونوهیستوشیمی

و  cakcnilahcaبحد از تزریق فلوئورسین، بر اساس روش 

موش بزر  آزمایشگاهی  4به تحداد  ها نمونه (34)همکاران 

بدین ترتیب که .برای بررسی بافتی مورداستفاده قرار گرفتند

ابتدا نمونه ها با استفاده از تزریق داخلی صفاقی کتامین 

(3374mg/kg  کیلوگرم/گرم یلیم ) 1374)و زایلزین 

mg/kg سپس با . شدند هوش یب( کیلوگرم/گرم یلیم

از کاسه چشم خارج و  ها چشماستفاده از پنس و قیچی 

به مدت یک ( سیگما، آلمان)درصد  5درون پارافورمالدئید 

از درون  ها نمونهدر روز بحد . شب قرار داده شدند

. خارج و بلوک پارافینی تهیه شد درصد 5پارافرمالدئید 

ی چشم ها قسمترومتری از تمامی میک 4-3ی ها برش

برای ردیابی ماده فلوئورسین . صورت سریالی تهیه شد به

تزریق شده پارافین برش ها به روش روتین برداشته و آبدهی 

 Phosphate) بافر سالین نمونه ها با. بافت انجام شد

Buffer Saline, PBS)  شسته شد و باH2O2 6  درصد به

پراکسیدهای درونی بلاک دقیقه در دمای اتاق  1مدت 

شستشو داده شد و اسید  PBSنمونه ها  با . شدند

 63نرمال به آن اضافه شد و به مدت  درصد 3هیدروکلریک 

نمونه ها با بافر بورات . درجه قرار گرفت 63دقیقه در دمای 

میکرولیتر از تریپسین گرم به نمونه ها اضافه  133شسته شد و 

بر . درجه انکوبه شد 63ای دقیقه در دم 63شد و به مدت 

میکرولیتر از محلول بلاک کننده به مدت  133روی نمونه ها 

در مرحله بحدی، بحد . درجه ریخته شد 63دقیق در دمای  14

از شستشوی نمونه ها، از مارکر هسته ای پروپیدیوم یدیت به 

دقیقه در دمای اتاق استفاده شد و هسته سلول ها در  4مدت 

 PBSدر انتها نمونه ها با . نشان دار شدلایه های شبکیه 

شستشو داده و مانت شد و در زیر میکروسکوپ فلئورسنس 

 . مشاهده شد

 :آناالیز آماری
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جامحه مورد ماالحه در این تحقیق شر سر موش بزر  

صحرایی بود که بحد از تزریق فلوئورسین در فضای زیر 

شدند  ساعت بحد از تزریق کشته 35و  3شبکیه آنها به مدت 

با توجه به . و نمونه های بافتی آنها مورد بررسی قرار گرفت

اینکه هدف در این ماالحه بررسی قرارگیری ماده فلوئورسین 

در فضای زیر شبکیه بود لذا داده های آماری قاب  استخراج 

 . نبوده و بر اساس داده های کیفی مورد بررسی قرار گرفت

 

 هایافته

 :طراحی و ساخت دستگاه

به تفصی  نشان داده شده است ( 1)اناور که در شک  هم

دستگاه از اجزای مختلفی ساخته شده است که این اجزا با 

دقت بالایی مونتاژ گردیدند تا بهترین عملکرد ممکن را 

این دستگاه متحرک بوده و . برای انجام تزریق داشته باشند

و ( 3شک  شماره )قابلیت قرارگیری در هر طرف را دارد 

.توان تزریق را در هر سمتی انجام داد می

 
، (A)دیسک نگهدارنده قطعات به ترتیب عبارتند از . تصاویر طراحی دستگاه تزریق کننده سلول به صورت قطعات جداگانه.1شکل 

، (H)گ ، پایه سرن(G)، دسته سرنگ (F)، پایپ الاکلنگی (E)، مفصل دوسویه (D)، میله افقی (C)، مکعب رابط (B)میله عمودی 

 .دیده می شود Jتصویر نهایی قطعات جدا بصورت یکجا در تصویر . (I) کنسول تزریق

 

 
این دستگاه متحرک بوده و قابلیت . تصویر میکرواینجکتور سازگار شده با استریومیکروسکوپ برای تزریق به درون چشم. 2شکل 

و  Aمیکرومتر برای  055بزرگنمایی تصاویر به ترتیب . ام دادقرارگیری در هر طرف را دارد و می توان تزریق را در هر سمتی انج

 .Bمیکرومتر برای  255
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 :تزریق به فضای زیر شبکیه

برای درستی تزریق در فضای زیر شبکیه از تزریق ماده 

فلوئورسین در فضای زیر شبکیه موش های بزر  

نتایج این آزماش (. A-F 6شک  )آزمایشگاهی استفاد شد 

تزریق ماده فلوئورسین در فضای زیر شبکیه با نشان داد که 

استفاده از دستگاه طراحی شده میکرواینجکتور موثر و کارا 

( A-C 6شک  )ساعت از بحد از تزریق  3بوده است چنانکه 

این ماده در فضای زیر شکبیه بین لایه رنگدانه دار شبکیه و 

 35و همچنین بحد از . شبکیه عصبی به رنگ سبز دیده شد

نیز فلوئورسین در فضای ( D-F 6شک  )ت از تزریق ساع

این روش این امکان را فراهم . زیر شبکیه بخوبی دیده شد

می سازد تا بتوان سلول های بنیادی را به همین ترتیب در 

 . فضای زیر شبکیه تزریق نمود

 
ساعت بعد از  24و  6های بزرگ آزمایشگاهیایمونوهیستوشیمی نشان دهنده تزریق فلوئورسین به فضای زیر شکبیه در موش . 3شکل 

دهنده تزریق فلوئورسین  نشان D-Fساعت بعد از تزریق می باشد و تصاویر  6نشان دهنده تزریق فلوئورسین  A-Cتصاویر . تزریق

و لایه رنگدانه در فضای بین شبکیه عصبی ( ستاره ها)وجود ماده فلوئورسین به رنگ سبز در تصاویر . ساعت بعد از تزریق می باشد 24

لایه هسته ای : ONLفضای زیر شبکیه، : SRSلایه کوروئید، : CCلایه رنگدانه دار شبکیه، : RPE;اختصارات. دار دیده می شود

میکرومتر برای  055بزرگنمایی. پروپیدیوم یدیت: رنگ قرمز. زجاجیه: VBلایه گانگلیونی، : Gلایه هسته ای داخلی، : INLخارجی، 

A-F. 

 
 بحث

این ماالحه دستگاهی برای تزریق سللول هلای بنیلادی بله      در

تزریلق ملاده   . فضای زیر شبکیه و داخ  زجاجیه طراحی شلد 

فلوئورسنت با استفاده از این دستگاه در ملدل حیلوانی نشلان    

داد که این دستگاه به خوبی می تواند وارد فضای زیر شبکیه 

مزایای این . شده و ماده مورد نظر را در این فضا تزریق نماید

توانایی تزریلق ملایع و سللول در     -1: دستگاه عبارت است از

قابلیللت تزریللق   -3فضللای زیللر شللبکیه و داخلل  زجاجیلله،   

قابلیت حرکت سوزن تزریلق در   -6بصورت افقی و اوریب، 

قابلیت حرکت  -5، (گام حرکت کوچک)مقیاس میکرومتر 

 قابلیت -4، (گام حرکت بزر )سوزن در مقیاس سانتی متر 

تزریلق ملایع و سللول بلدون ایجلاد       -3تنظیم ارتفاع سرنگ، 

قابلیت نصلب دوربلین    -3حرکت و لرزش در سوزن تزریق، 

 .و ادوات سیستم تزریق خودکار

رساندن سللول هلای بنیلادی بله بافلت هلدف بلا دقلت بلالا،          

هلدف از ایلن کلار    . راندمان بالا و موثر بسلیار مشلک  اسلت   

سلول ها در مناطق آسلیب  رساندن دقیق  -1: عبارت است از

حفلظ بقلا و    -6دوری از آسیب به بافت میزبلان و   -3دیده، 

بلرای درملان   . (14)تکثیر سللول هلای بنیلادی بحلد از پیونلد      

شللبکیه راههللای رسللاندن سلللول عبارتنللد از پیونللد داخلل      

، راه بینلایی و وریلد بینلایی و    (3) زجاجیه، فضای زیر شبکیه

با توجه به اینکه فضای زیر شبکیه راه . حتی داخ  شبکیه ای
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بهتری اسلت و دقلت بلالاتری داشلته و میلزان تملایز سللولی        

بیشتری را بدنبال دارد دو شلک  تکامل  یافتله از آن عبلارت     

است از استفاده از سیستم قاب  جذب هیدروژل و بسلتر هلای   

و سیسلتم موجلب افلزایر ایمنلی، بقلا و      ایلن د . بسیار نازک

توزیع یکسان سلول های پیوند شده در فضای زیر شبکیه می 

املا نکتله قابل  توجله در اجلرای ایلن روش هللا       . (14)شلوند  

داشللتن ابللزار مناسللب و دقیللق و همچنللین تکنیللک جراحللی  

 . مناسب است

اری از موارد تزریقات در داخ  چشم به روش دسلتی  در بسی

انجام می شود و جراح و یا فرد محقق با دست سوزن را وارد 

فضای زیر شبکیه و یا داخ  زجاجیه می کنلد و تزریلق را بلا    

در .(35)دست دیگر و یا با کمک فرد دیگری انجام می دهد

و همکاران برای بررسی نیروی چسبندگی  Kitaهمین راستا 

شبکیه در خرگلوش از یلک میکروپیپلت شیشله ای اسلتفاده      

میلی متری خلف لیمبلوس وارد چشلم شلد و بله      3کرد و از 

ایلن محققلین بلرای تزریلق نرملال      . فضای زیر شلبکیه رسلید  

سالین از یک میکروپیپت دیگر استفاده کرده و بحلد از ورود  

فضای زیر شبکیه به یک سیستم اندازه گیری کننده فشلار   به

انجلام دادو بللا   ml/hr 0.1متصل  شلد و تزریلق بللا سلرعت     

استفاده از این روش فشار زیر شبکیه نیلز انلدازه گیلری شلد     

در ایللن روش تزریللق نیازمنللد وجللود اپراتللور اسللت و . (33)

ورود و نگه داشتن میکروپیپت در فضای زیر شبکیه با دست 

همچنین . است و لذا احتمال جابجایی و خاا افزایر می یابد

فرناندز و همکلارانر موفلق بله    Fernandez 3313در سال 

ابداع روشی برای تزریق سللول هلای رنلگ دانله دار مشلتق      

سلول های بنیادی جنینی به فضای زیر شلبکیه شلدند   شده از 

 Cکلله در آن سلللول هللا بللر روی لایلله ای از پلیمللر پللاریلن   

قرارداده شدند و سپس بلا اسلتفاده دسلتگاه ابلداعی آنهلا بله       

با استفاده از این تکنیلک امکلان   . درون شبکیه پیوند زده شد

پیوند بافت و یا داربسلت هلای پلیملری حلاوی سللول هلای       

وسلط دسلت   ایلن دسلتگاه ت  . (33)ی فلراهم شلده اسلت    بنیاد

جراح و یا اپراتور نگه داری می شود و ورود به فضلای زیلر   

شبکیه نیز توسط دست انجام ملی شلود للذا بحلد از ورود بله      

و  Oner .چشم احتملال جابجلایی آن و آسلیب وجلود دارد    

همکللاران نیللز بللرای تزریللق سلللول هللای بنیللادی چربللی       

(Adipose Derived Stem Cells, ADSCs) در

رتلومی پلارس پلانلا اسلتفاده کردنلد و بحلد از       بیماران، از ویت

ویترکتومی کام  و در مناقه ای دورتر از فووآ سللول هلای   

در . تزریلق کردنلد   gauge-41بنیادی را با استفاده از سوزن 

این روش نیز تزریق به روش دستی و توسط جراح انجام شد 

تزریلق   و همکلاران از وسلیله ای بلرای    Abeهمچنین . (38)

سلول ها در فضای زیر شبکیه در انسلان اسلتفاده کردنلد کله     

یک مجرا برای تزریق سلول . دارای یک بدنه و دو مجرا بود

البتله بلرای اسلتفاده از آن بایلد     . و دیگری برای تزریق سالین

دستگاه توسط پزشک در فضای زیر شبکیه قرا داده می شلد  

زیر شبکیه تزریلق   و توسط اپراتور سالین و یا سلول به فضای

این روش به دلی  اینکله نگهدارنلده ای در آن   . (36)می شد 

 وجود نداشت و توسط انسان نگه داشته می شد دقت مناسبی

نداشته و درصلد خالای در آن در مقایسله بلا دسلتگاه هلای       

 . دیگر بالاست

در روش دیگر برای حلذف و یلا کلم کلردن خالای دسلت       

انسانی می توان قب  از ورود سوزن اصلی تزریق ابتدا کلانولا  

و یا سوزن راهنما را وارد فضا نمود و سپس سلوزن اصللی را   

در  بالور مشلابه  . (63)از طریق آن به فضای مورد نظر رسلاند 

مارک و همکاران موفق به ساخت وسیله ای برای  3318سال 

تزریق سلول های بنیادی مشتق از بافت بنلد نلاف انسلانی بله     

فضای زیر شبکیه در خوکچله هلا شلدند کله قابلیلت تزریلق       

نرمال سالین را نیز داشته و در واقع از دو لایلن بلرای تزریلق    

کلوچکی   استفاده می نماید و ازیک کانولا که حاوی سوزن

از . است برای تزریقات فلوق کوروئیلدی اسلتفاده ملی کنلد     

طریق این سوزن دستگاه قابلیت رسیدن به فضای زیر شلبکیه  

در . (61)را دارد و تزریقات زیر شبکیه نیز قابل  اجلرا اسلت    

میلللی  8-6ایلن روش توسللط جللراح ابتلدا کللانولا در فاصللله   

وش اسللللکلرتومی وارد فضللللای متللللری لیمبللللوس بلللله ر 
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میللی متلر در ایلن فضلا      6-4سوپراکوروئید شده و به انلدازه  

پیر بلرده ملی شلود و بلرای اینکله کلانولا در حلین تزریلق         

حرکت نداشته باشد توسط نلخ بخیله بله اسلکلرا بخیله شلده       

اسللت و سللپس سللوزن اصلللی تززیللق از طریللق کللانولا وارد  

. گرفتله اسلت   فضای زیر شبکیه شلده اسلت و تزریلق انجلام    

 3315و همکللاران در سللال  Yang Sang Yuهمچنللین 

موفق به ساخت سوزنی شدند که توانایی تزریق به فضای زیر 

. شبکیه را داشت و حداق  آسیب به شبکیه را ایجاد می کنلد 

درجله   54این سوزن به صورت منحنی بلوده و دارای زاویله   

ی آن میللی متلر طلول داشلته و قالر داخلل       4روبه بالا اسلت،  

اساسا ایلن  . میکرون است 133میکرون و قار خارجی آن 53

وسیله برای تزریق دارو بله فضلای زیلر شلبکیه سلاخته شلده       

و همکاران برای  de Smetدر این روش همانند . (63)است 

جلوگیری از حرکت سوزن، از کانولا استفاده شلده اسلت و   

به بافت اطراف بخیه زده شده است تا از حرکلات اضلافی و   

آسیب جلوگیری شود و سپس سوزن طراحی شده از طریلق  

. نمونلله شللده اسللت   کللانولا وارد فضللای زیللر شللبکیه در   

Schwartz  و همکاران نیز سلول هایRPE   مشتق از سللول

ایلن  . های بنیادی جنینی را به فضای زیر شبکیه تزریق کردند

محققین برای رسیدن به این فضا از ویترکتلومی پلارس پلانلا    

استفاده کردند و بحد از قرار دادن کانولا سلول هلا را تزریلق   

 .(66)نمودند 

روش سومی نیز وجود دارد که در آن ملی تلوان اثلر دسلت     

انسانی را به حداق  ممکن رساند و خاا و آسیب ناشی از آن 

در ایلن روش ملی تلوان از    . را به کمترین حد ممکلن رسلاند  

دستگاههایی که به طور خودکار تزریلق را انجلام ملی دهنلد     

این دستگاهها از ساده تا پیشلرفته تلرین حاللت    . استفاده نمود

می توانند بالور خودکلار وارد فضلای زیلر شلبکیه شلوند و       

بصورت کنترل شلده بلا سلرعت و حجلم مناسلب تزریلق را       

البته این روش پرهزینه بوده و مقلرون بله صلرفه    . انجام دهند

دستگاه مورد استفاده در این تحقیق شبیه با این دسلته  . نیست

دستگاه اتوماتیک نبوده اما با داشتن قاحه متحرک  است البته

که توسط پیچی به اندازه میلی متر به جلو و یا عقب برده می 

در سال . شود می توان با دقت بالا وارد فضای زیر شبکیه شد

و همکاران دستگاهی برای تزریق  Haltman هالتمن 3311

داخ  زجاجیه و همچنلین گلرفتن ثبلت الکتریکلی از داخل       

ایلن دسلتگاه قابلیلت نصلب بلر روی      . شم طراحی نمودنلد چ

میکروسللکوپ را دارد و حللاوی یللک سللوزن همیلتللون و دو 

سوزن برای هدایت سلوزن اصللی و همچنلین کلانولایی کله      

. سوزن همیلتون را به دو سوزن دیگر ارتباط ملی دهلد اسلت   

هالتمن با استفاده از این دستگاه با دقت بالا توانست تزریقات 

با این حال این تزریلق   .(13)اجیه ای را انجام دهد داخ  زج

در فضللای زیللر شللبکیه بللا ایللن دسللتگاه گللزارش نشللده        

جیله ای  و همکاران نیز از تزریق داخ  زجا  Hewing.است

استفاده کردند و مهارکننده بافتی ماتریکس متالوپروتئینلاز و  

فللللاکتور رشللللد اپیللللدرمال را بللللا اسللللتفاده از دسللللتگاه   

روش . در چشم موش هلا تزریلق کردنلد    6اولترامیکروپمپ 

در ایلن  . (33)و همکاران بود  Kitaتزریق آنها همانند روش 

روش تزریقات به صورت کنترل شده و با دقت بالا در چشم 

و همکاران برای  Christainaاور مشابه ب. تزریق شده است

تزریق در فضای زیر شبکیه از سیستم تزریق میکرولیتلری بلا   

در این ماالحه برای رسلیدن  . استفاده کردند UMP-IIIپمپ 

به فضای زیلر شلبکیه از قرنیله اسلتفاده شلده اسلت و بحلد از        

گذراندن سوزن از قرنیه، از طریق مردمک به شلبکیه رسلیده   

حتمال آسیب عدسی بسیار بالاست اند که البته در این روش ا

(35) .Xie یلق رتروویلروس بله فضلای     و همکاران برای تزر

زیر شبکیه در جوجه از میکروپیپت متص  به پمپ پنوماتیک 

 . (65)با فشار مثبت استفاده کردند 

 
 

 گیری یجهنت

نتایج حاص  از این تحقیق نشان داد با استفاده از دستگاه 

طراحی شده با دقت بالا می توان وارد فضای زیر شبکیه شد 

و تزریق را انجام داد و از آسیب لایه های چشم جلوگیری 

ت فرد محقق بسیار کم بوده و لذا در این روش اثر دس. کرد

این دستگاه در مقایسه با . درصد خاا نیز کاهر می یابد
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نمونه های خودکار بسیار به مقرون به صرفه بوده و می توان 

از آن در پژوهر های حیوانی و تزریقات سلولی و یا حتی 

بحد از تایید های کابردی در فضای زیر شبکیه و یا داخ  

 . استفاده کرد زجاجیه انسان نیز
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