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  7931ی دوم فروردین  /هفته644ی  و ششم/شماره  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان

 8/6/6337تاریخ چاپ:  68/60/6331تاریخ پذیرش:  30/7/6331تاریخ دریافت: 
 

 

 
 های استرومای مزانشیمی  تمایز استئوبلاستی سلول های مختلف پلاسمای غنی از پلاکت بر بررسی غلظت

 مشتق از بافت چربی انسانی

 
 4داری گله حمید، 3، هنا حنایی اهواز2، علیرضا خیراله1زاده مریم چراغ

 
 

‌چکیده

 کاربرد گذشته ی دهه طی که باشند می بالا تمایزی توان بنیادی با های (، سلولMSCsیا  Mesenchymal stem cellsهای استرومایی مزانشیمی ) سلول مقدمه:

 (،PRPیا  Platelet-rich plasma) پلاکت از غنی پلاسمای از استفاده شده و واقع پژوهش مورد تن برون تن و استخوان به صورت درون تمایز ی زمینه در ها آن
 هدف با حاضر پژوهش ،پلاکت از غنی پلاسمای آل ایده غلظت نبودن مشخص و زمینه در این انسانی مطالعات محدودیت به توجه با. کند تسریع را این روند تواند می

 .شد انجام انسانی مزانشیمی های سلول استئوبلاستی تمایز روند بر ماده این کاربردی های غلظت ی مقایسه

 پلاکت از غنی پلاسمایدرصد  61و  60های  ی سلولی استخوان تمایز داده شدند و اثر غلظت های مزانشیمی از بافت چربی انسانی استخراج و به رده سلول ها: روش

و  RUNX2های  های بیوشیمیایی شامل فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز و میزان رسوب کلسیم و بررسی میزان بیان ژن گیری شاخص بر میزان تمایز استخوانی، با اندازه
Osteocalcin به روش ،Real-time polymerase chain reaction (Real-time PCRسنجیده شد ). 

 پلاکت از غنی پلاسمایدرصد  60توانند در غلظت  ی سلولی چربی و استخوان، می انسانی، با دارا بودن قدرت تمایز به رده از بافت چربی های برگرفته سلول ها: یافته

 .دها نشان دهن های نشانگر استخوانی، فعالیت آنزیم و رسوب کلسیم نسبت سایر گروه داری در بیان ژن علاوه بر تمایز زودرس استخوانی، افزایش معنی

های مزانشیمی انسانی در  فعال شده به عنوان یک کاتالیزور بیولوژیک اثر آشکار و متفاوتی را بر تمایز استخوانی سلول پلاکت از غنی پلاسمای گیری: نتیجه

ها زودتر مشاهده شد. تحقیقات آتی  گروهدرصد نسبت به سایر  60 پلاکت از غنی پلاسمایای که شروع روند تمایز استئوژنیک در  های مختلف نشان داد؛ به گونه غلظت
 .تواند نویدبخش بهبود کاربرد بالینی این ماده در بازسازی استخوان باشد در این زمینه، می

 های استرومایی مزانشیمی، تمایز سلولی، استئوبلاست پلاسمای غنی از پلاکت، سلول واژگان کلیدی:

 
تمایز استئوبلاستی  های مختلف پلاسمای غنی از پلاکت بر بررسی غلظت .داری حمید اهواز هنا، گلهزاده مریم، خیراله علیرضا، حنایی  چراغ ارجاع:

 11-13(: 611) 31؛ 6337مجله دانشکده پزشکی اصفهان . های استرومای مزانشیمی مشتق از بافت چربی انسانی سلول

 

 مقدمه

 ای‌‌‌Mesenchymal stem cellsهای ‌سساومایی م‌ینسیما )م‌ ‌‌‌‌سلول

MSCsهی ‌چند‌توسیم‌هسوند‌که‌قیبل ت‌ت)ی ن‌به‌چناد‌ده ‌‌(،‌سلول‌‌ 

هی‌یظ ام‌ده ووسا ت،‌سسوبوبتسات،‌کندداسا ت‌ا‌‌‌‌‌‌یحداه‌سز‌سیوسع‌سلول

،‌1791.‌هد‌سایل‌‌(1 ههناد‌‌‌های ‌سیاداتل یل‌دس‌سز‌داوه‌یمای ‌یام‌‌‌‌‌‌سلول

Friedensteinهای ‌‌‌اه)کیدس ،‌بمس ‌سال ن‌بید‌حضود‌ج)ع وم‌سز‌سلول‌

دس‌هد‌‌(Nonhematopoietic stem cellبن اایه ‌ر اام‌ه)یتوتوک و اا ‌ 

سسومایی ‌یغن‌سسوخوس ‌گنسدش‌ی)اوه‌ا‌گاما ‌ه)کایدس ‌ا ،‌سالا ن‌‌‌‌‌

هی ‌سساوخوسیم‌‌‌هی‌دس‌به‌سلول‌کسییم‌بوهید‌که‌توس ‌ت)ی ن ‌س ن‌سلول

هی ‌یخولف‌یظ م‌دو ‌‌هی،‌سز‌بیفت‌.‌س ن‌هسوه‌سز‌سلول(2 یمی ‌هسهید‌

‌س ‌‌یح طاام،‌بیفاات‌چمبااام،‌دااو ‌بنااد‌یااای ،‌رماایهی ‌ز لاااه‌‌‌‌‌

 Synovial membrane هاای ‌ل اام‌ا‌یاای و‌دین وت اا ‌‌‌‌‌(،‌هیاادس

.‌بیزسیز ‌سسوخوس ‌بعد‌سز‌دسا  ‌ا‌شکسات،‌سز‌‌‌(3 جدسسیز ‌شدید‌

های ‌ینسیما )م‌هد‌تامی ن‌د ‌ی ا ‌‌‌‌‌‌هی م‌سست‌که‌سلول‌ج)له‌دس  

 مقاله پژوهشی
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 ‌دس  ،‌‌هی ‌ینسیم )م‌تس‌سز‌فمسدوسیم‌به‌ییح ه‌ید‌ا‌سلولفعیل‌هسد

ا‌لتا ‌بم‌ی  ‌‌(4-5 شوید‌‌به‌کندداس ت‌ا‌سسوبوبتست‌یو)ی ن‌یم

گ م ‌کندداس ت‌ا‌سسوبوبتسات،‌سز‌رم ات‌تول اد‌ا‌‌‌‌‌یسو  ن‌هد‌شکم

سایز ‌‌‌زس ام‌ا‌یوعایهل‌‌‌هی‌ا‌لوسیم‌دشد‌،‌تنظا ن‌د ‌‌تمشح‌س ووکی ن

‌(.6کنند‌ ‌س )نم‌به‌رود‌ر م‌یسو  ن‌ی ن‌هد‌س ن‌فمس ند‌س فی ‌ی  ‌یم

های ‌ینسیما )م‌ا‌‌‌‌هی ‌تند ت‌یسو  ن‌سلول‌هد‌حیلم‌که‌سز‌داش

هاای‌هد‌سسااکیفولدهی‌باامس ‌تساام و‌هدیاای ‌‌ اای‌قاامسد‌هسه ‌س اان‌ساالول

شوه،‌سسوفیه ‌سز‌کیتیل نادهی م‌کاه‌‌‌هی ‌سسوخوسیم‌سسوفیه ‌یم‌شکسوگم

بیشاد.‌س ان‌‌‌‌کنناد‌ی ان‌هد‌حایل‌ت مامفت‌یام‌‌‌‌‌‌س ن‌داید‌دس‌تسم و‌یام‌

هی ‌ینسیم )م‌دس‌بهبوه‌ببخماند‌‌‌ت)ی ن‌ا‌تکث م‌سلولکیتیل نادهی،‌بی د‌

ا‌هد‌لاا ن‌سدزس ‌بااوه ‌ا‌هسومساام‌ساام و‌ا‌ساایزگید ‌باای‌شاامس  ‌‌

های ‌‌‌ب ولوژ کم‌بد ،‌تأث م ‌بم‌سیدوید‌سالولم‌ا‌ب ولاوژ کم‌سالول‌‌‌

ینسیماا )م‌یدسشااوه‌بیشااند.‌ کاام‌سز‌تمکاایدبمهتم ن‌س اان‌کیتیل نادهاای،‌

بیشاد‌‌‌(‌یمPRP ی‌‌Platelet- rich plasmaتتس)ی ‌رنم‌سز‌تتکت‌ 

‌2119که‌چند ن‌یاوع‌لییام‌دشاد‌هسده‌ا‌بامس ‌سالا ن‌باید‌هد‌سایل‌‌‌‌‌‌‌‌

سایز ‌‌‌یمخص‌شد‌که‌س ن‌ییه ‌هسدس ‌لوسیم‌دشد‌ زم‌بمس ‌سسوخوس 

‌(.9سست‌ 

توسا ‌‌‌1714تتس)ی ‌رنم‌سز‌تتکات‌بامس ‌سالا ن‌باید‌هد‌سایل‌‌‌‌‌‌

Dimondده‌ف ا ‌‌کاه‌‌باوه‌‌س ان‌‌بم‌تصود‌ههه‌چهید‌تی‌کمف‌گمه د‌ا‌‌

‌ا‌‌Ross،1794.‌تی‌س ن‌که‌هد‌سایل‌‌(9 ‌سست‌یؤثم‌ه)یتوتوکو  ‌س سون

ح ن‌کید‌بی‌سلول‌لضتیم،‌یووجه‌شدید‌سضیفه‌کامه ‌تتکات‌‌‌‌ه)کیدس 

.‌(8 ههاد‌‌‌های‌دس‌سفانس  ‌یام‌‌‌‌ا‌کلس ن‌دیص ت‌ی ووژیم‌ا‌دشاد‌سالول‌‌

لییام‌دشاد‌هد‌‌‌‌611هی ‌جد د‌حیکم‌سز‌حضود‌حاداه‌‌‌بمدم‌گنسدش

PRPبمدام‌(7 سست‌که‌یسؤال‌ت)ی ن،‌بیزسیز ‌زدن‌ا‌بیفت‌هسوند‌‌‌.‌

‌ی کماب ایل،‌‌دیوام‌‌توو ادهی ‌‌تمشح‌للت‌به‌هی‌تتکت‌که‌یعو دید‌یح   ن

‌.(11-11 هسدید‌‌ی ن‌سلوهیبم‌ضد‌ا‌ب وت کم‌دیوم‌دیص ت

های‌توسا ‌بمدام‌‌‌‌‌شوه‌که‌تتکت‌س ن‌لوسیم‌دشد،‌زیییم‌دزسه‌یم

‌لوسیم‌یظ م‌کتژ ،‌تمایب ن،‌سماتوی ن،‌کلس ن‌ا‌ین ن ن،‌تمایبوکسی 

های ‌فم ان‌کامه ،‌فعایل‌شاوید.به‌‌‌‌‌‌‌ا‌ ی‌لوسیم‌یکیی کم‌یییناد‌چمداه‌‌

‌هد‌ینسیما )م‌‌های ‌‌سالول‌‌کایدبمه‌‌سفانس  ‌‌بی‌زیی ‌تیزگم،‌به‌رود‌هن

سز‌‌بیشاد‌ا‌‌یام‌‌گسومش‌حیل‌هد‌ی ن‌‌PRPهدیی ‌بی‌،بیزسیدوم‌تنشکم

های ‌سدتوتاد ‌سساوفیه ‌‌‌‌‌س ن‌یایه ‌هد‌بیزسایز ‌سساوخوسیم‌ا‌جمسحام‌‌‌‌

‌(.12-13 شوه‌‌یم

‌‌In vitroهی ‌تژاه ‌ه)چنی ‌بیل ن،‌هد‌ییه ‌س ن‌اجوه‌کیدبمه‌بی

‌تژاهماگمس ‌‌توجاه‌‌یاوده‌‌بسا ید‌‌سد م‌هی ‌سیل‌رم‌ییه ‌س ن‌دا ‌بم

هی ‌به‌هست‌دید ‌سز‌یطیلعیت‌سیسییم‌یحاداه‌‌‌سست؛‌چمس‌که‌هسه ‌بوه 

بیشند‌ا‌زیی ‌ب موم ‌ی یز‌سست‌تی‌بی‌ه  م‌یحکن‌بووس ‌ی  ‌هق ات‌‌‌یم

‌سز‌رنام‌‌تتسا)ی ‌‌تاأث م‌‌حایلم‌کاه‌‌‌دس‌یمخص‌کامه.‌هد‌‌PRPبیل نم‌

‌گسومه ‌رود‌به‌چمبم،‌ا‌سسوخوس ‌یغن‌ینسیم )م‌هی ‌سلول‌بم‌تتکت

‌های،‌‌تاژاه ‌‌س ن‌ت)یم‌ضعف‌ ‌ی طه‌سیی‌سست،‌ شد‌اسقو‌بمدسم‌یوده

د ‌‌ربات‌‌بام‌.‌سسات‌‌ییه ‌س ن‌یخولف‌هی ‌رلظت‌کیدبمه‌هد‌توسفت‌یبوه

‌های ‌‌رلظات‌‌تاژاه ،‌سدز ایبم‌‌‌سزس‌یجایم‌س ان‌‌‌هاد ‌،‌شاد‌‌گفوه‌چه

بوه‌تی‌سز‌س ن‌رم ت،‌رلظات‌به ناه‌‌‌‌سسوبوژی  ‌ت)ی ن‌بم‌‌PRPکیدبمه 

های ‌‌‌جهت‌تاژاه ‌جهت‌تسم و‌ا‌تسه م‌تحم  ‌ت)ی ن‌سسوبوژی  ‌

‌.دتم،‌ت منهیه‌گمهه

‌

 ها روش

دیاان ن‌کتژیاایز،‌سیسااول ن،‌هگنسیواایزا ،‌‌‌یطیلعااه،‌سز‌س اان‌هد :موود  

‌س ندایویسااا ن،‌بواااای‌گل سااامال‌فساااافیت،‌سساااکودب  ‌سساااا د‌‌‌‌

‌‌هاای ‌ب وت اا ‌دیواام‌(،Sigma, USA ‌دیفوتم ساا ن‌ا‌فساافیت‌باام

‌(،‌Atocell, Hungary ‌سسومتوویی سااااا ن‌ا‌سااااا ل ن‌تنااااام

Fetal bovine serum‌ FBS)‌ Gibco, USA،)‌  کماات‌‌یحاا‌

Dulbecco's modified eagle's medium‌ DMEM)دیاان ن‌‌ا‌

Trypsin/Ethylenediaminetetraacetic acid‌ trypsin/EDTA)‌

‌.،‌س مس (‌سسوفیه ‌شد‌ ب وس د 

 ‌دو ‌‌ی)ویه‌:پلاکت  ز غنی پلاسمای سازی فعال و جد سازی

‌هوید نه‌بی‌دضی ت‌سز‌سفمسه‌گمفوه‌شد‌ا‌هد‌شامس  ‌سساوم م‌باه‌یادت‌‌‌‌‌

 ‌ی اییم‌‌‌هاد‌هد‌هق  ه‌سییوم ف وژ‌شد‌ا‌  ه‌1341هق  ه‌بی‌شویب‌‌11

 ‌جد اد‌ینو ام‌ا‌باه‌‌‌‌‌که‌حیا ‌تتکت‌بوه،‌به‌ه)مس ‌تتس)ی‌به‌لولاه‌

هاد‌هد‌هق  اه‌ساییوم ف وژ‌گمه اد.‌‌‌‌‌1511هق  اه‌بای‌شاویب‌‌‌‌‌11یدت‌

‌سایز ‌باه‌ه)امس ‌کلم اد‌کلسا ن‌‌‌‌‌‌‌های‌باه‌ینظاود‌فعایل‌‌‌‌‌سوب‌تتکتد

گامسه‌‌‌ ‌ساییوم‌‌هدجاه‌‌-91هدصد‌به‌یادت‌ها‌سایلت‌هد‌فم اند‌‌‌‌‌21

‌سیکوبه‌گمه د.

 بافوت   ز مز نشوممی   سوترومایی  های سلدل کشت و  ستخر ج

‌ز بای م‌‌هی ‌یو یض ی ‌جمسحم‌سز‌چمبم‌سیسییم‌بیفت‌هی ‌ی)ویهچربی: 

‌بای‌‌(n=‌‌6سهاوسز‌ ‌‌ریل ییم‌ب )یدسوی ‌کنند ‌بهیمسجعه‌‌سبدای نوتتسوم

‌باایفم ‌یحلااول‌هد‌ا‌سسااوم م‌صااودت‌بااه،‌کوباام‌کساا ‌دضاای ت

Phosphate buffered saline‌ PBS)‌‌ ضاد‌‌ا‌ب وت ا ‌‌دیوام‌‌حایا‌

‌قیدچ ‌هد‌کاید‌‌یمسحام‌‌ت)ایم‌‌.گمه د‌ینو م‌دزیی مگی ‌به‌ا‌داد ‌ج)و،

‌سیجایم‌‌ت ما ن‌‌ ‌ی یله‌هد‌شد ‌ ‌چیپ‌یییه‌ش و ‌ربت‌ا‌سسوم م‌شمس  

‌‌FBSا‌‌‌DMEMکمات‌‌یحا  ‌‌هد‌شاد ‌‌جادس‌‌هی ‌سلول.‌(14 شد‌

‌ا‌هدصاد‌‌‌1ا‌دیفوتم سا ن‌‌سسومتوویی سا ن‌‌ا‌سا ل ن‌‌تنام‌،‌هدصد‌11

‌هدصاد‌ا‌‌CO2‌)5سکس د‌کامبن‌ ‌‌گمسه‌ا‌ه ‌ ‌سییوم‌هدجه‌‌39شمس  

‌داز‌ساه‌‌هام‌‌یحا  ‌‌تعاو  ‌.‌گمه د‌سیکوبه‌هدصد‌‌75دروبت‌ی نس 

‌بای‌سساوفیه ‌سز‌دیان ن‌‌‌‌هدصد‌‌81تمسکن‌هد‌هی‌سلول‌ا‌شد‌سیجیم‌  ‌بید

trypsin/EDTA‌11/1شدید‌هسه ‌هدصد‌تیسیژ‌.‌‌‌

‌شاییم‌‌ه)یتوتوکو  ‌ا‌ینسیم )م‌یمییگمهی ‌ب ی ‌ی نس ‌ه)چن ن،

CD45‌ ،CD34‌ ،CD90ا‌‌CD105سنج د ‌فلوسی وویوم ‌تکن  ‌بی‌‌
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های ‌ینسیما )م‌سیساییم‌تاس‌سز‌‌‌‌‌‌به‌راود‌دتصاه،‌تیسایژ‌ساوم‌سالول‌‌‌‌‌‌.شد

‌Fluorescein isothiocyanate-conjugatedبایه ‌‌‌داد ‌توس ‌دیوام‌‌ج)و

 FITC-conjugated)ا‌‌Phycoerythrin-conjugated‌‌ باااااااامس

دی ن ‌شدید.‌ه)چنا ن،‌گاما ‌شایهد‌‌‌‌‌یوده‌یظم‌دیگ‌CDیمییگمهی ‌

‌‌Mouse anti-human Immunoglobulin Gسساوفیه ‌سز‌‌ینفم‌ی ن‌بی

‌WinMDIسفانسد‌‌‌ا‌هد‌یهی ت،‌یوای  ‌بای‌یامم‌‌‌‌قمسد‌گمفتیوده‌بمدسم‌

‌اسکیا ‌گمه د.

تیسیژ‌ساوم‌‌‌ ستئدبلاست: و آ یپدسمت سلدلی های ر ه به تمایز

هی ‌ش ‌دییه‌ا‌بای‌‌‌جهت‌ت)ی ن‌هد‌تل تهی ‌ینسیم )م‌سیسییم‌‌سلول

هی‌به‌رود‌جدسگییاه‌‌‌یومیمبو‌قمسد‌گمفوند‌ا‌سلول‌سییوم‌5×‌‌113تمسکن‌

‌isobutyl-1-methylxanthine-3باای‌یحاا  ‌ت)اای ن ‌چمباام‌شااییم‌

 IBMX‌)5/1سیسااول ن‌یااو د،‌‌ی لاام‌11-‌9هگنسیواایزا یااو د،‌‌ی لاام‌‌

یح  ‌ت)ای ن ‌سساوخوس ‌‌‌یو د‌ا‌‌ی لم‌2/1س ندایویس ن‌یییویو د،‌‌66

‌‌Beta glycerol phosphateیاو د،‌‌‌ی لام‌‌11-‌9هگنسیوایزا ‌حایا ‌‌

‌‌‌Ascorbic Acid bi-phosphateه)چنااا ن‌ا‌یاااو د‌ی لااام‌11

ل وم‌ت )ید‌شدید.‌یح  ‌ت)ی ن ‌هام‌ها‌داز‌ ا ‌باید‌‌‌‌‌ی کماگمم/ی لم‌51

‌تعو  ‌گمه د.

سز‌شاماع‌‌‌21هد‌داز‌‌ ستخد ن: و چربی  ختصاصی آممزی رنگ

‌PBSهای‌تاس‌سز‌شسوماو‌بای‌‌‌‌‌‌ت)ی ن،‌یح  ‌کمت‌دیدج‌شد‌ا‌سالول‌

هدصاد‌تثب ات‌شاد‌ا‌تاس‌سز‌حام ‌فمیایل ن،‌هد‌‌‌‌‌‌‌‌11توس ‌فمییل ن‌

‌هدصاد‌باه‌یادت‌‌‌‌‌Oil red‌3/1یعمض‌دیگ‌سدوصیصم‌چمبم‌شییم‌

 ‌قطامست‌چمبام،‌‌‌‌هق  ه‌هد‌س ناتماتییول‌ا‌سوس،‌جهت‌یمایهد ‌‌15

قمسد‌گمفوند.‌دیگ‌سدوصیصم‌جهت‌تأ  اد‌‌یوده‌بمدسم‌ی کماسکوتم‌

های‌‌‌هدصد‌بوه‌که‌سالول‌‌Alizarin red‌5/1ت)ی ن‌سسوبوبتست‌شییم‌

هق  ه‌هد‌یعمض‌د ‌قامسد‌گمفوناد‌‌‌‌41تس‌سز‌تثب ت‌بی‌فمییل ن‌به‌یدت‌

ا‌تس‌سز‌چند ن‌بید‌شسومو‌بای‌دب،‌جهات‌زهاه ‌ب ی ای ‌دیاگ،‌بای‌‌‌‌‌‌

 ی کماسکوپ‌بمدسم‌شدید.

 رسود   و فسوااتاز  آلکوالم   آنوزی   متفعال ممز ن گمری  ند زه

 ‌ت)ای ن ‌سساوخوس ،‌سساوخمسج‌‌‌‌‌سز‌هاد ‌14ا‌‌9هد‌دازهای ‌‌‌کلسم :

‌Radioimmunoprecipitation assayبایفم‌‌‌بی‌به‌کایدگ م ‌تماتب ن‌

 RIPAباام‌(‌سیجاایم‌شااد‌ا‌ی اانس ‌فعیل اات‌دیاان ن‌دلکاایل ن‌فساافیتیز‌‌‌

‌ ‌ک اات‌تاایدم‌دزیااو ‌ س اامس (‌ا‌دوسیااد ‌ی اانس ‌‌‌یییااه‌رباات‌شاا و 

‌هسااوگی ‌‌باای‌سسااوفیه ‌سزیااییویوم‌‌415جاامب‌یااود ‌هد‌رااول‌یااوج‌‌

Enzyme-linked immunosorbent assay reader‌ ELISA reader)‌

 Biotech, USA‌‌‌ (‌به‌هست‌دید.‌ه)چن ن،‌دسوب‌کلس ن‌بای‌سساوفیه

داد ‌شاد‌ا‌‌‌(‌ج)او‌Hydrochloric acid 0.6 N‌ HCL 0.6Nسز‌

ربت‌هسوود‌ک ت‌یخصوص‌ تیدم‌دزیو ،‌س مس (،‌ی نس ‌جمب‌یود ‌

یاییویوم‌باه‌هسات‌دیاد‌ا‌بای‌سساوفیه ‌سز‌ینحنام‌‌‌‌‌‌‌‌‌631هد‌رول‌یاوج‌‌

سسوییدسده،‌ی نس ‌کلس ن‌یوجوه‌هد‌هم‌ی)ویه‌یحیسبه‌گمه د.‌ی نس ‌تایم‌‌

یحیسابه‌ا‌هد‌‌‌Lowryتماتب ن‌ی ن‌هد‌هم‌یاوده‌بای‌سساوفیه ‌سز‌داش‌‌‌‌

سنجم‌بم‌سسایم‌ی انس ‌‌‌‌هی ‌به‌هست‌دید ‌سز‌دزیو ‌دیگ‌ی ت،‌هسه یه

‌تیم‌تماتب ن‌رب عم‌شدید.

  ز غنوی  پلاسومای  با  نسانی مز نشممی های ل سلد  نکدباسمدن

یومیمباو‌‌‌سییوم‌5×‌‌113هی ‌ینسیم )م‌سیسییم‌بی‌تمسکن‌‌سلول‌پلاکت:

هی ‌ش ‌دییه‌قمسد‌گمفت‌ا‌هد‌چهید‌گما ‌شاییم‌ها‌گاما ‌‌‌‌هد‌تل ت

PRP‌11هدصااد‌‌ DMEMا‌‌PRP‌11‌)ا‌‌هدصاادPRP‌15هدصااد‌‌

 DMEMا‌‌PRP‌15‌ هدصاااد(،‌گاااما ‌شااایهد‌DMEMا‌‌FBS‌‌

‌‌هگنسیوااایزا  ‌Gold standard mediumهدصاااد(‌ا‌گاااما ‌‌‌11
یااو د،‌‌ی لاام‌Beta glycerol phosphate‌11یااو د،‌‌ی لاام‌9-11

Ascorbic Acid bi-phosphate‌51ل وام،‌‌‌ی کماگمم/ی لم‌DMEM‌

‌هدصد(‌به‌رود‌ه)نیی ‌یوده‌ت )ید‌قمسدگمفوند.‌FBS‌11ا‌

 و cDNA سوووووووونتز ،Total RNA  سوووووووتخر ج 

 Quantitative real time PCR:‌RNAتاایم‌‌ Total RNAباای‌)‌

‌ ‌شامکت‌‌یییاه‌‌شا و ‌‌(‌ربات‌USA‌Invitrogen,تمس نال‌ ‌سز‌سسوفیه 

‌(complementary DNA‌ cDNAسانون‌‌‌.گمه اد‌‌سساوخمسج‌‌سیزید 

تمس )مهای ‌‌‌سز‌سساوفیه ‌‌بای‌‌ا‌(Takara, Japanیخصوص‌ ‌ک ت‌ربت

های ‌‌‌ژ ‌ب ای ‌‌ی انس ‌‌یهی ت،‌هد.‌شد‌سیجیم‌،dtهگنسیم‌ا‌سل گو‌‌دسیدام

RUNX2, OCNبی‌سساوفیه ‌سز‌ک ات‌‌‌‌،Master mix SYBR green‌

 Takara, Japan)داش‌‌بای‌‌شایهد‌‌گما ‌ی یبم‌هد‌هی‌گما ‌ ‌ه)ه‌،‌هد

‌باه‌‌‌Beta2- Microglobulinسساوفیه ‌سز‌‌ا‌ΔΔCT)‌CT−2س ‌ ‌ی ی سه

‌تمس )مهای ‌یاوده‌سساوفیه ‌هد‌‌‌‌توسلم‌.دید‌به‌هست‌شیهد‌هسدلم‌لنوس 

 سست.‌دید ‌‌1جدال

 

   ر  ستاا ه مدر   نسانی پر یمرهای تد لی. 1 جدول

Real time polymerase chain reaction (Real-time PCR) 
 توالی پرایمر ژن

B2M‌F: ATG CCT GCC GTG TGA AC 
 R: ATC TTC AAA CCT CCA TGA TG 

OCN‌F: GCA AAG GTG CAG CCT TTG TG 
 R: GGC TCC CAG CCA TTG ATA CAG 

RUNX2 F: GCC TTC AAG GTG GTA GCC C 
‌R: CGT TAC CCG CCA TGA CAG TA 

‌

‌سساوفیه ‌‌‌یطیلعه‌س ن‌دیید ‌بمدسم‌آماری: و کاوی ‌‌بای دزیاو ‌‌سز

ANOVA151/1هسد ‌‌باای‌سااطح‌یعناام‌‌>‌Pسیحاامس ‌±‌ی ااییگ نا‌‌‌

‌ت)ایم‌.‌شاد‌‌سیجایم‌‌‌GraphPad Prism6.07(2015)سفنسد‌یمم‌هد‌یع ید

‌به‌هست‌دید.‌ب ولوژ  ‌تکمسد‌سه‌سسیم‌بم‌هی‌هسه 

‌

 ها افتهی

‌Human mesenchymal stem cellsهی ‌سسومایی م‌ینسیم )م‌سیساییم‌ ‌‌سلول
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گفوه،‌سز‌بیفت‌ده ووز‌سیسییم‌جدسسایز ‌‌‌ربت‌داش‌ت  ‌،(‌hMSCsی 

های‌بای‌ی کماساکوپ‌یعکاوم‌‌‌‌‌‌ا‌کمت‌هسه ‌شد‌ا‌یودفولوژ ‌سلول

‌(.‌1یوده‌سدز یبم‌اسقو‌گمه د‌ شکم‌

‌ا‌فلوسای وویوم ‌‌داش‌بای‌‌ه)یتوتوکو  ‌ا‌ینسیم )یل‌یمییگمهی 

‌ب ی ‌ی نس .‌گمه د‌اسقو‌سدز یبم‌یوده‌سدوصیصم‌بیه ‌دیوم‌سز‌سسوفیه ‌بی

‌حااداه‌‌هد‌ا‌کاان‌بساا ید‌CD45ا‌‌‌CD34ه)یتوتوکو اا ‌یمااییگم

‌حاداه‌‌‌هد‌CD90ا‌‌‌CD105ینسیما )یل‌‌یماییگم‌‌ب ای ‌‌ا‌هدصد‌5/1

‌.(2دید‌ شکم‌‌به‌هست‌هدصد‌74

‌

‌
  چربی بافت  ز شده جد  مز نشممی  سترومایی های سلدل .1 شکل

‌10X نمایی بزرگ.پر یمری کشت هات  روز  ر  نسانی

‌‌

‌‌

‌
 های جد  شده  ز بافت چربی  نسانی  ر سلدل CD45و  CD90 ،CD105 ،CD34. ممز ن بمان نشانگرهای سطحی 2شکل 
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 11× نمایی  بر ی  ستخد ن. بزرگ Alizarin redبر ی چربی،  (  Oil redآممزی  ختصاصی  لف(  . رنگ3شکل 

 

سز‌بیفات‌‌هی ‌ینسیم )م‌جدس‌شد ‌‌جهت‌تأ  د‌توس ‌ت)ی ن ‌سلول

های‌ربات‌شامس  ‌ کام‌شاد ‌هد‌بخا ‌‌‌‌‌‌‌‌چمبم،‌تیسیژ‌سوم‌س ن‌سالول‌

دی ن ‌‌هی،‌تحت‌ت )ید‌ت)ی ن ‌چمبم‌ا‌سسوخوس ‌اسقو‌شد‌ا‌دیگ‌داش

‌(.3سدوصیصم‌سیجیم‌شد‌ شکم‌

‌Gold standard mediumهی ‌یخولف‌یطیلعه‌شییم‌شایهد،‌‌‌گما 

 GSM‌،)PRP‌11هدصد‌ا‌‌PRP‌15هدصد،‌تحت‌ت )ید‌اسقو‌شدید‌ا‌‌

های ‌سانج ‌فعیل ات‌دیان ن‌دلکایل ن‌فسافیتیز‌ا‌‌‌‌‌‌‌‌یوی  ‌حیصم‌سز‌داش

(.‌4ی)اای  ‌هسه ‌شااد ‌سساات‌ شااکم‌‌‌‌‌4ی اانس ‌کلساا ن‌هد‌شااکم‌‌‌

هدصد‌یسابت‌باه‌‌‌‌PRP‌11گمسد ‌کلس ن‌هد‌گما ‌ت )ید‌شد ‌بی‌‌دسوب

هی ‌‌زهد‌دا(‌‌P<‌15/1هسد ‌ ‌هی ‌یوده‌یطیلعه‌سفنس  ‌یعنم‌سی م‌گما 

هفون‌ا‌چهیدههن‌ت)ی ن‌یمی ‌هسه‌ا‌ه)چن ن،‌ی نس ‌فعیل ت‌دین ن‌دلکایل ن‌‌

هی ‌ه گم‌باه‌‌‌فسفیتیز‌ی ن‌هد‌س ن‌گما ‌هد‌داز‌هفون‌ت)ی ن‌یسبت‌به‌گما 

هسد ‌بی تم‌بوه؛‌هد‌حیلم‌که‌هد‌داز‌چهیدههن،‌ب ن‌س ن‌گاما ‌‌‌رود‌یعنم

‌‌‌هسد ‌یمیهد ‌یمد.‌هدصد،‌تفیات‌یعنم‌PRP‌15ا‌گما ‌

‌Runt-related transcription factor 2هااای ‌‌ ااای ‌ژ ب

 RUNX2ا‌)Osteocalcin‌ OCN(‌ی ن‌هد‌داز‌هفون‌ت)ی ن‌به‌هست‌

یمی ‌هسه ‌شد ‌سست.‌ب ی ‌هام‌ها‌ژ ‌کاه‌‌‌‌5دید‌که‌یوی  ‌د ‌هد‌شکم‌

‌‌PRPبااه‌لنااوس ‌یمااییگمهی ‌سسااوبوژی  ‌یطاامر‌هسااوند،‌هد‌گااما ‌‌

‌هسد ‌بی تم‌بوه.‌نمهی‌به‌رود‌یع‌هدصد‌یسبت‌به‌سی م‌گما ‌11

‌

 بحث

،‌سساوخوس ‌‌سکوسایبم‌‌ا‌یایهدزسه ‌‌هی ‌دس  ‌بهبوه‌هد‌داش‌سسوییدسده

‌س ان‌‌های ‌‌یحاداه ت‌‌ا‌یمکتت‌بیشد،‌سیی‌یم‌سسوخوس ‌ستولو ‌ت وید

‌ ‌تی اه‌‌جد اد ‌بام‌‌‌سسات‌دسهبمههای ‌‌‌شاد ‌‌بیلا ‌‌هی،‌جمسحم‌گویه

یاوسه‌‌‌ ‌ت مامفوه‌‌هی ‌داش‌سز‌ کم‌.کند‌ت دس‌توسعه‌سسوخوس ‌یهندسم

‌سسااااااوخوس ‌‌بیفاااااات‌یهندساااااام،‌(Biomaterialز سااااااوم‌ 

 Bone tissue engineering)سساومایی م‌‌های ‌‌سلول‌سز‌که‌بیشد‌یم‌‌

‌‌.(15 ‌بمه‌یم‌بهم ‌ینسیم )م

‌

  
گذ ری کلسم  و فعالمت  های تمایزی. تغممر ممز ن رسد  ( و ممز ن کلسم   ر گروهALP) Alkaline phosphatase. نمد  ر مربدط به فعالمت آنزی  4شکل 

 نسبت به گروه شاهد و گروه ( PRP ای Platelet-rich plasma) رصد پلاسمای غنی  ز پلاکت  11و  11های  آنزی  آلکالم  فسااتاز  ر غلظت

Gold standard medium (GSMمعنی ) (  11/1  ر بد > P.)‌
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‌
 Runt-related transcription factor 2های  . نمد  ر بمان ژن1شکل 

(RUNX2)  وOsteocalcin (OCN ر روز هات  تمایز  ) ر 

های  و غلظت Gold standard medium (GSM)شاهد، های  گروه

 ای Platelet-rich plasma رصد پلاسمای غنی  ز پلاکت ) 11و  11

PRP )(11/1 > P)‌ 

‌

‌بامه،‌‌بهم ‌سسوخوس ‌یهندسم‌هد‌هی‌سلول‌س ن‌سز‌بووس ‌س ن‌که‌بمس 

‌(‌اOsteogenesis ‌سسااوبوژین‌تنظ )اام‌هاای ‌یکاایی نم‌جنک اایت‌بی ااد

‌شاوه.‌‌یماخص‌‌ینسیما )م‌‌های ‌‌سلول‌سسوبوژی  ‌توس ‌سفنس  ‌هی ‌دس 

‌ت)ای ن ‌‌تاوس ‌‌توسیاد‌‌یام‌‌،‌PRPسز‌سساوفیه ‌‌که‌هسه ‌سست‌یمی ‌هی‌تژاه 

‌.ههد‌سفنس  ‌دس‌‌ASCsهی ‌سلول

چمبام‌‌‌بیفات‌‌سز‌شد ‌جدس‌هی ‌سلول‌دا ‌بم‌فلوسی وویوم ‌یوی  

‌سیسییم ‌یماییگمهی ‌‌جن ام‌‌ب ای ‌‌ا‌ینسیم )یل‌یمییگمهی ‌بی  ‌ب ی ،

‌سای م‌‌بای‌‌دسسوی‌هن‌ه)چن ن،.‌هسه‌یمی ‌تژاه ‌س ن‌هد‌دس‌ه)یتوتوکو  

‌ ‌حیضام‌‌یطیلعاه‌‌یوای  ‌،‌‌MSCsتوس ‌چند‌بعاد ‌‌بم‌یبنم‌هی‌تژاه 

‌گفواه‌‌ت  ‌داش‌بی‌چمبم‌سیسییم‌بیفت‌سز‌که‌سلولم‌ج)ع ت‌هسه‌یمی 

‌شدید‌جدسسیز  ‌سساوخوس ‌‌ا‌چمبام‌‌سدوصیصام‌‌یحا  ‌‌بای‌‌که‌زیییم،

‌یمای ‌‌سساوخوس ‌‌ا‌چمبام‌‌های ‌‌ده ‌به‌ت)ی ن ‌توس ،‌شدید‌هسه ‌کمت

‌(.2شکم‌ ‌ههند‌یم

های،‌تتسا)ی ‌رنام‌سز‌تتکات‌دس‌باه‌‌‌‌‌‌‌هد‌حیلم‌که‌بمدم‌تژاه 

ه)مس ‌یح  ‌سسوییدسده‌ت)ای ن‌سساوخوس ‌جهات‌سل ای ‌ت)ای ن‌باه‌کاید‌‌‌‌‌‌‌‌

یبمه‌تتسا)ی ‌رنام‌سز‌‌‌.‌ین ت‌تژاه ‌حیضم‌هد‌کا‌(16-19 بمید‌‌یم

تتکت‌بدا ‌سضیفه‌کمه ‌هم‌گویه‌یحمک‌ت)ی ن‌سسوبوژی  ‌یییناد‌بوای‌‌‌

بیشاد.‌هد‌س ان‌‌‌‌گل سمال‌فسفیت،‌هگنسیویزا ‌ا‌ ی‌سسکودب  ‌سس د‌یم

که‌حوم‌هد‌ر یب‌یحا  ‌ت)ای ن ‌سساوخوس ،‌‌‌‌‌تژاه ،‌یمی ‌هسه ‌شد

PRP‌‌‌‌‌‌،یماخص‌‌به‌تنهی م‌بیل ‌ت)ای ن‌سسوبوبتسات‌شاد.‌ه)چنا ن

گامسد ‌کلسا ن‌هد‌‌‌‌که‌فعیل ت‌دین ن‌دلکیل ن‌فسفیتیز‌ا‌دساوب‌‌گمه د

،‌بی تم‌سست؛‌به‌راود ‌کاه‌هد‌‌‌GSMیسبت‌به‌گما ‌‌PRPهی ‌‌گما 

هد‌ها‌‌Calcium depositionداز‌هفون‌سز‌زیی ‌شماع‌ت)ای ن،‌ی انس ‌‌‌

هسد ‌باای تم‌سز‌گااما ‌‌هدصااد،‌بااه‌رااود‌یعناام‌15ا‌‌PRP‌11گااما ‌

‌هدصاد‌ی ان‌یسابت‌باه‌رلظات‌‌‌‌‌‌‌11سسوییدسده‌بوه‌ا‌گاما ‌بای‌رلظات‌‌‌‌

هسد ‌هد‌ی نس ‌کلس ن‌یمی ‌هسه.‌ی نس ‌فعیل ات‌‌‌هدصد‌سفنس  ‌یعنم‌15

هدصاد‌هد‌داز‌‌‌11بای‌رلظات‌‌‌‌PRPدین ن‌دلکیل ن‌فسافیتیز‌هد‌گاما ‌‌‌

بای‌رلظات‌‌‌‌PRPبی تم‌بوه؛‌هد‌حیلم‌که‌گاما ‌‌‌‌GSMهفون‌یسبت‌به

م ‌فعیل ت‌دین )ام‌ک)وا‌‌‌GSMهدصد‌هد‌س ن‌داز‌یسبت‌به‌گما ‌‌15

یمی ‌هسه.‌هد‌داز‌چهیدههن،‌ه)چنای ‌ی انس ‌فعیل ات‌دیان ن‌دلکایل ن‌‌‌‌‌‌

‌بای تم‌باوه،‌‌‌‌GSMهدصد‌یسبت‌به‌گاما ‌‌‌PRP‌11فسفیتیز‌هد‌گما ‌

یمی ‌یدسه.‌شی د‌هل ام‌‌‌هدصد‌PRP‌15هسد ‌بی‌گما ‌‌سیی‌سدوت ‌یعنم

(‌Alkaline phosphatase‌ ALPس ن‌سیم،‌د ‌بیشد‌که‌فعیل ت‌دیان ن‌‌

هدصد‌یسبت‌باه‌ها‌گاما ‌ه گام،‌ه متام‌سفانس  ‌‌‌‌‌‌‌PRP‌15هد‌گما ‌

‌ یفوه‌سست.‌‌

‌RUNX2یییناد‌سسوبوکلسا ن‌ا‌‌‌‌های‌‌هد‌رم‌داید‌ت)ی ن‌بمدم‌ژ 

هاای‌بااه‌لناوس ‌یمااییگمهی ‌ژیاام‌ت)اای ن‌‌‌شااوید‌ا‌سز‌س ان‌ژ ‌‌ب ای ‌یاام‌

های‌هد‌داز‌‌‌شوه.‌هد‌س ن‌تژاه ،‌ب ای ‌س ان‌ژ ‌‌‌سسوبوژی  ‌ییم‌بمه ‌یم

‌4رود‌کاه‌هد‌شاکم‌‌‌‌هفون‌ت)ی ن‌ دازهی ‌ی ییم(‌سنج د ‌شد‌ا‌ه)ی 

هدصد‌هد‌داز‌هفاون‌‌‌15ا‌گما ‌رلظوم‌‌GSMشوه،‌گما ‌‌یمیهد ‌یم

د ‌هد‌ژ ‌سسوبوکلس ن‌یدسشاوند؛‌هد‌صاودتم‌کاه‌‌‌‌هس‌سفنس  ‌ب ی ‌یعنم

‌هدصد‌هد‌ه)ی ‌زیی ‌سفنس  ‌ب ی ‌یمی ‌هسه.‌PRP‌11گما ‌

‌شد ‌هی ‌ت )ید‌گما ‌هد‌داز‌هفون،‌هد‌‌RUNX2سفنس  ‌ب ی ‌ژ 

‌بای‌‌شاد ‌‌ت )اید‌‌گاما ‌‌باه‌‌یسبت‌‌PRPهدصد‌15ا‌‌11هی ‌‌رلظت‌بی

گما ‌رلظوم‌‌هسد‌بوه‌ا‌ه)چن ن،‌یعنم‌سسوخوس ،‌ت)ی ن‌سسوییدسده‌یح  

هسد ‌سفنس  ‌ب ای ‌ب ماوم ‌یسابت‌باه‌گاما ‌‌‌‌‌‌‌هدصد‌به‌رود‌یعنم‌11

‌هدصد‌یمی ‌هسه.‌15رلظوم‌

بام‌‌‌PRPز‌بوه ‌سثم‌اهی‌سز‌اسبسوه‌به‌ه‌هد‌حیلم‌که‌بمدم‌تژاه 

(،‌یوی  ‌تژاه ‌حیضم‌س ن‌گویاه‌یباوه ‌‌‌16سید ‌ت)ی ن‌سسوخوس ‌ییم‌بمه 

گامسد ‌‌‌ی انس ‌دساوب‌‌سست‌ا‌به‌رود‌کلم،‌بی‌توجه‌باه‌بای تم‌باوه ‌‌‌‌

هدصد‌سثم‌بهوام ‌بام‌ت)ای ن‌‌‌‌‌11،‌رلظت‌ALPکلس ن‌ا‌فعیل ت‌دین ن‌

های ‌ب ای ‌ژ ‌ی ان‌تأ  اد‌‌‌‌‌‌هدصاد‌هسده‌ا‌هسه ‌‌15سسوخوس ‌یسابت‌باه‌‌‌

داه‌شاماع‌ت)ای ن‌هد‌گاما ‌‌‌‌‌بیشد‌که‌سحو)یل‌یام‌‌ ‌س ن‌داید‌یم‌کنند 

ههد.‌هد‌یو جه،‌‌هی‌زاهتم‌دخ‌یم‌هدصد‌یسبت‌به‌سی م‌گما ‌11رلظوم‌

PRPهای ‌‌‌فعیل‌شد ‌سثم‌دشکید ‌بم‌تحم  ‌ت)ی ن‌سساوخوسیم‌سالول‌‌‌

hMSCs‌ های‌دس‌‌‌ ‌س ن‌سالول‌‌توسید‌کیدبمه‌بیل و ‌تن‌هسده‌ا‌یم‌هد‌بما

 هد‌بیزسیز ‌سسوخوس ‌تسه م‌ی)ی د.‌

‌بای‌‌تتکات‌‌سز‌رنام‌‌تتسا)ی ‌‌که‌بوه‌شد ‌هسه ‌یمی ‌س ن‌سز‌ت  

‌دس‌سساوبوژی  ‌‌)ای ن‌ت‌دایاد‌‌توسید‌یم‌لوسیم‌دشد،‌سز‌سیوسلم‌بوه ‌هسدس

‌س ان‌‌کاه‌‌هسه‌یمای ‌‌ی ان‌‌تاژاه ‌‌س ان‌‌سز‌حیصم‌یوی  ‌ا‌ببخمد‌بهبوه

هاای ‌‌ب ولوژ اا ،‌یااه‌تنهاای‌بیلاا ‌ت)اای ن‌سسااوخوسیم‌ساالول‌کیتاایل ماز

هی ‌یخولف‌دفوید‌یوفایاتم‌‌‌شوه،‌بلکه‌هد‌رلظت‌ینسیم )م‌سیسییم‌یم

‌دس‌سساوخوس ‌‌سا)ت‌‌باه‌‌ت)ای ن‌‌یسا م‌‌توسید‌یم‌ههد‌ا‌سز‌دوه‌یمی ‌یم
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‌داش‌ ا ‌‌PRPی)ی د‌ا‌بی‌توجه‌به‌س ن‌یوضوع‌کاه‌‌‌تغ  م‌هسوخوش

های ‌‌‌شاوه‌یکیی سان‌‌‌سسات،‌ت مانهیه‌یام‌‌‌‌د ند ‌بمس ‌یو دبخ ‌هدیی 

یولکااولم‌ا‌چگااویگم‌تااأث م‌تتساا)ی ‌رناام‌سز‌تتکاات‌باام‌ت)اای ن‌‌‌

‌هی ‌ینسیم )یل‌هد‌س ن‌رلظت‌به نه‌شد ،‌بمدسم‌شوه.‌سلول

 

 تشکر و قدردانی

‌به‌سهوسز‌شیتود‌جند ‌تنشکم‌للوم‌ا‌چ)مس ‌شه د‌هی ‌هسیمگی ‌سز

‌یطیلعه‌س ن‌سجمس ‌هد‌ییلم‌ا‌دزیی مگیهم‌-لل)م‌هی ‌ح)ی ت‌هل م
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Abstract 

Background: Mesenchymal stromal cells (MSCs) are stem cells with high differentiation potential that have 

been investigated for bone differentiation both in vivo and in vitro during the last decade. It was shown that 

platelet-rich plasma (PRP) can accelerate bone formation. Due to limitation of human studies in this field, and 

unknown appropriate concentration of platelet-rich plasma, this study compared the effect of applicable 

concentration of platelet-rich plasma on osteoblast differentiation in mesenchymal stromal cells.  

Methods: Mesenchymal stromal cells were isolated from human adipose tissue and differentiated into 

osteoblasts. The effects of 10% and 15% of platelet-rich plasma on bone differentiation evaluate via measuring 

biochemical markers like alkaline phosphatase activity and calcium deposition. The expression of RUNX2 and 

osteocalcin genes were calculated using real-time polymerase chain reaction. 

Findings: Compared to other groups, when treated by 10% platelet-rich plasma, human adipose-derived cells, 

having the potential to differentiate to adipocyte and osteoblast cell lines, showed significant increase in 

osteoblast differentiation rate, expression of gene markers, enzyme activity, and mineralization. 

Conclusion: Activated platelet-rich plasma as a biological catalyst has different and significant effect on bone 

differentiation of human mesenchymal stromal cells (hMSCs) in different concentration; so, the onset of 

osteogenic differentiation in 10% platelet-rich plasma was observed earlier than other groups. Further 

investigations in this field can improve its clinical application in bone remodeling. 
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