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  :مقدمه

  

  چكيده

 ي العهمط. ستي نمي بافت قابل ترميها بي آست،ي كندروسيها  و تعداد اندك سلولي فقدان عروق خونليبه دل

 ي طراحيساز  عضروفي و القاي انساني جلدري زي از بافت چربيادي بنيها لول سيحاضر جهت جداساز

  .ديگرد

 ومي شدن، در مدلتري و ففوژي و پس از سانتردش هي كلاژناز تجزمي آنزتأثير تحت ي انساني جلدري زيبافت چرب  :ها روش

DMEM-10% FBSشده با روش ي جداسازيها ل سلوي سطحيسپس ماركرها.  كشت داده شد 

 تحت Pellet كشت ستمي در س پاساژ چهارميها از سلول سلول 2 × 105تعداد . گرديد ي بررسيتومتريفلوس

  . روز كشت داده شد21 به مدت BMP-6 ي حاوكي كندروژنومي مدتأثير

 ي  ردهي ماركرهاي ولنددونم  اني را بCD44 ،CD90 ي ماركرهاي جدا شده از بافت چربيادي بنيها سلول  :ها يافته

 با كي كندروژني حاصل از القاي ساختارهايبررس. دردنك ناني را بCD45  وCD14ساز مانند   خونيها سلول

 يها كاني وجود پروتئوگلزي بلو نني با آلسيزيآم رنگ.  را مشخص نمودي بافت غضروفH–E يزيآم رنگ

 را II و كلاژن نوع كاني وجود آگريميستوشينوهومي ابررسي.  اثبات كردي خارج سلولكسيسولفاته را در ماتر

  . كردديي را تأگري ديها  روشجي نتازي نRT-PCR با روش يبررس.  نشان دادي خارج سلولكسيدر ماتر

 بيتر تني و بدكنند ي عمل ميساز  غضروفي كننده عنوان القا  به BMP-6 و فاكتور رشد Pellet ستميس  :گيري نتيجه

  .دست آورد  بافت غضروف بهي جلدري زي از چربيمي مزانشيادي بنيها  از سلولتوان يم

  :واژگان كليدي
، II، BMP-6كلاژن نوع   بافت،ي مهندس،يچرب  مشتق ازيادي بنيها سلول كندروژنز،

  .Pellet كشت ستميس

  :تعداد صفحات

  :ها تعداد جدول

  :تعداد نمودارها

  :تعداد منابع

14  

1  

9  

40  
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  مقدمه

 و اعـصاب اسـت و       ي فاقد عروق خون   يبافت غضروف 

  انتشار مـواد   قي بافت تنها از طر    ني ا يها   سلول ي هيتغذ

جـا كـه     از آن ). 1 (شود ي به درون بافت انجام م     ييغذا

 آن بافـت و  ي سـلول مي هر بافـت بـا تقـس      يعي طب ميترم

 ـ بن يهـا    هومورال و سـلول    ي فاكتورها دنيرس  اي ـ يادي

 ـ و ا  شود ي انجام م  بيس به محل آ   توريپروژن  امـر در    ني

 فقـدان عـروق   ليدل   به ني بنابرا ست،يغضروف ممكن ن  

 يي غـضروف توانـا    ن،يي پـا  ي سـلول  ي  تهي و دانـس   يخون

). 2-4( دارد  هـا  يمـار ي و ب  ها  بي آس مي در ترم  يمحدود

 كـا ي نفر از مـردم آمر ونيلي م 21 ر،ي اخ يها  طبق گزارش 

عـلاوه     بـه ). 5(كننـد     ي م ـ ي زنـدگ   زانو تياستئوآرتر با

 60 از   شي ب 2020 كه تا سال     كند ي م ينيب  شي پ ها يبررس

در ). 6(د  ش ـ خواهنـد    مبـتلا  يماري ب ني نفر به ا   ونيليم

ت  عل ـ نيتر   زانو، مهم  تي استئوآرتر شرفته،ي پ يكشورها

ــاتوان  ــين ــه شــمار م ). 7 (رود ي مــزمن در ســالمندان ب

 يهـا    روش يريكـارگ    بـه كـه    دهـد  ي نشان م  ها يبررس

 ،يـي  درمـان دارو ماننـد  مفاصـل   يهـا   بي آس ـ ي عالجهم

 ي جراح ـ ،ي بافت و لاواژ مفصل، آرتروسكوپ     دمانيدبر

 بافـت  مي نه تنها به ترميشي سا يست و آرتروپلا  يارتوپد

 بافـت  لي بلكه ممكـن اسـت بـه تـشك        كنند، يكمك نم 

  ).8-9( بافت منجر شوند بي آپوپتوز و تخربروز،يف

  اتولـوگ  يهـا   تي كندروس وندي پ ري اخ يها   سال يط

گرفته   مفاصل مورد توجه قرار    يها  بيجهت درمان آس  

 از ي از بافــت غــضروفيا  روش، قطعـه نيــدر ا. اسـت 

هـا وارد    بر آنيي كه وزن بالا ييها   محل اي دنده   ي هيناح

ــ ــود ينم ــدا مـ ـ،ش ــردد ي ج ــرا گ ــپس در ش  طي و س

ــآزما ــا تجزيشگاهي ــ ب ــي آنزي هي ــ،يم ــا تي كندروس  ه

 بعـد،  ي در مرحلـه  . ابنـد ي  ي م ـ ري ـ شده و تكث   يجداساز

 ـ بـه ناح   هـا   تيكندروس  ـ د بي آس ـ ي هي  داده  ونـد ي پ ده،ي

 روش  نيادر  كه  لازم به ذكر است     ). 10-13 (شوند يم

  ني وجود دارد از جمله ا     ييها  تي محدود يسلول درمان 

ــان اســتئوآرتر كــه ــ تروماتتي فقــط جهــت درم  و كي

ــ ــاربرد دارد كانيدس ــه؛ك ــلاوه   ب ــرمع ــامي ت  عاتي ض

 بـا اسـتفاده از   متـر  ي سانت2 از شي با وسعت ب  يغضروف

 ميجهـت تـرم   كه   راچ ست،ي ن ريپذ   اتولوگ امكان  ونديپ

 ـلي م 100-200د   حـدو  ده،ي د بي آس ي هيناح  سـلول   وني

 ـ بـه ا   يابي دست يبرا، بنابراين   )10(لازم است     تعـداد   ني

 ني بافت كامل نباشد، چنـد     ي هي اگر تجز  ژهيو  سلول، به 

 ـ از فرد دهنده برداشته شود كـه ا        ديگرم غضروف با    ني

 ـ ن ي عمل يكينيامر از نظر كل     قـات ي تحق نيهمچن ـ. ستي

 در كــشت تــك هــا تينــشان داده اســت كــه كندروســ

 و  دهند ي خود را از دست م     افتهي زي تما پي فنوت ،يا  هيلا

عـلاوه     بـه  كننـد،  ي كـسب م ـ   يبروبلاستي ف يمورفولوژ

 و كــاني غــضروف ماننــد آگري ژهيــ وبــاتي تركديــتول

 كـلاژن   ،ها متوقف شده     سلول ني توسط ا  IIكلاژن نوع   

 دهـد  ي نـشان م ـ   ها يبررس). 14 (ندينما ي ترشح م  Iنوع  

 يهـا   تي كندروس تيفي ك ،يول تعداد پاساژ سل   شيبا افزا 

 ـ بـه دلا  نيبنـابرا ). 15 (ابـد ي  ي شده كـاهش م ـ    ونديپ  لي

 يابي اتولوگ، دسـت   يها  تي كندروس وندي در پ  تيمحدود

 ي بافت غضروف  ي در جهت طراح   گري د يبه منابع سلول  

 ـ ا يهـا  يماريو درمان ب    يط ـ.  بافـت ضـرورت دارد   ني

 ـ بنيها  با كشف سلول ر،ي اخ يها    سال  يهـا   روش،يادي

 بافـت چــشم انــداز  ي و مهندســي ســلول درمـان نينـو 

 هـا  يمـار ي و ب  هـا   بي درمان انـواع آس ـ    ي فرا رو  يروشن

  .  گشوده است

هـاي بنيـادي مزانـشيمي      هاي اخير، سـلول      سال طي

ــوان ســلول ــا تحــت عن ــ بنيه ــيادي ــشتق از چرب  ي م

)Adipose-derived stem cells  يـا ADSC(  از بافـت 

 ـ  بـه ). 16(دست آمده است      چربي به  ل سـهولت در    دلي
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ــق      ــدي از طري ــر جل ــي زي ــت چرب ــه باف ــتيابي ب دس

هاي   ليپوساكشن يا اعمال جراحي معمولي ديگر، سلول      

 مشتق از چربي يكي از كانديداهاي ارزشمند در         ديبنيا

 ـا. شوند  بافت محسوب مييسلول درماني و مهندس   ني

اي از نظـر مورفولـوژي بـا     ها در كشت تك لايـه       سلول

هـاي بنيـادي       مشابه ديگر سلول   ظاهر شبه فيبروبلاستي  

 مختلـف  يباشند و توان تمايز بـه ردههـا      مي يمزانشيم

هـاي ارزشــمند    ويژگـي زا). 16-18( را دارنـد  يسـلول 

 ي انـسان  تي لكوس ـ ژن ي عدم بيان آنت   ADSCهاي    سلول

DR     هـاي    ها را جهت روش     است و اين ويژگي، سلول

دليـل عـدم خطـر رد پيونـد مناسـب             پيوند آلوژنيك به  

  ).19(سازد  مي

 رشــد ي نــشان داده اســت كــه فاكتورهــامطالعــات

 كننــده در   نقــش اصــلي و تعيــينTGFـــß ي خــانواده

تكامل سيستم عضلاني اسكلتي بـر عهـده دارنـد و در            

  ).20(هاي غضروفي مؤثر هستند  رشد و تكثير سلول

 ،بعدي در هيـدروژل آلژينـات       در سيستم كشت سه   

ــد  ــاي رش ــيBMP-9 و BMP-2فاكتوره ــد در ت  م وانن

از طـرف ديگـر   ). 21( مؤثر باشند يساز روند غضروف 

ــه  Indrawattana يدر بررســ  گــزارش شــده اســت ك

BMP-6   ـ كنـدروژنز ن ي قـادر بـه القـا     يي به تنهـا   ستي

 را  BMP-6 وجـود    گـر ي د قـات يعلاوه در تحق    ، به )22(

داننـد و      لازم مـي   ،ي داخل غضروف  يساز  تخوان اس يبرا

ــ ــاكتور را در ينقــش اساس ــن ف ــشك اي  اســتخوان ليت

  ).23-24(اند  گزارش كرده

 تكامـل   ي نشان داده است كه ط ـ     ها ي بررس نيهمچن

ــرو ــهانيـ ــي  در مرحلـ ــهي از هشي پـ ــدن پرتروفـ  شـ

 ضـمن ايـن كـه     . شـود  ي م اني ب BMP-6 ها،  تيكندروس

BMP-6   ميزان mRNA       مربوط به كلاژن نـوع X   را در 

 ي  نابـالغ و رده   يهـا   تي در كندروس ـ  يا  هي ـلا كشت تك 

  ).25 (دهد ي مشي افزاATDC5 كي كندروژنيسلول

 مشخص شده است كـه افـزودن پـروتئين          نيهمچن

BMP–6ــ  ــه مح ــايز   طي ب ــد تم ــده، در رون ــاء كنن  الق

هاي مزانشيمي بنيادي مشتق از مغز اسـتخوان بـه          سلول

هــاي مــاتريكس را  كندروســيت، توليــد پروتئوگليكــان

 تـأثير  مختلف   قاتيبا وجود تحق  ). 26(دهد    افزايش مي 

 به  ازي و ن  ست ا دهي روشن نگرد  ي به خوب  ها  ني پروتئ نيا

  .  داردشتري ب يبررس

 كنـدروژنز در دوران     ي چگونگ ي نهي در زم  مطالعات

 در  يمي مزانـش  يهـا    نشان داده است كـه سـلول       ينيجن

 متــراكم تجمــع يا صــورت تــوده   بــهييمراحــل ابتــدا

 ي فاكتورهـا  گري همراه با د   ي سلول ني و تعامل ب   ابندي  يم

). 9 (گـردد  ي غضروف منجر م   لي سرانجام به تشك   مؤثر

 پيـــنوت در جهـــت حفـــظ فقـــاتيعـــلاوه تحق  بـــه

 ضرورت كشت سه  ،يا    هيلا   در كشت تك   ها  تيكندروس

لـذا  ). 13 (كند ي در روند كندروژنز را مشخص م      يبعد

 و  Pellet ني كـه تحـت عنـاو      ي كشت سه بعـد    ستميس

Micromass كنـدروژنز  ي جهـت القـا   شـود،  ي م دهي نام 

 يهـا    سلول قي تحق ني رو در ا   نياز ا ). 27 (ديبداع گرد ا

 جدا  ي انسان يرجلدي ز ي از بافت چرب   يمي مزانش ياديبن

بـر   BMP-6 فاكتور رشـد     تأثير ر،ي و پس از تكث    ديگرد

 Pellet كـشت    ستمي ـ در س  يسـاز    غضروف زيروند تما 

  . قرار گرفتيابي مرتبه مورد ارزني نخستيبرا

  

  ها روش

  :ي از بافت چربيادي بنيها  سلولي هي و كشت اوليجداساز

 ـ از ناح  ي جلـد  ري ـ ز يچرب  25-50( نفـر    5 شـكم    ي هي

 مي و بـرش، آنـز     نيبرداشته شـد و پـس از تـوز        ) ساله

 ـ به م )IA) Sigma كلاژناز نوع   بـه  گـرم  يل ـي م5/1 زاني

مـورد  بافـت    هي ـ جهـت تجز   ي هر گرم بافت چرب    يازا
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 مي آنـز تي ـ كردن فعال يپس از خنث  . استفاده قرار گرفت  

 هيــ كننــده جهــت تجززيــ محلــول بــافر لفوژيو ســانتر

 ـ قرمز موجود استفاده گرد    يها  گلبول  لتـر ي پـس از ف    .دي

 ي  درجـه 37ها در انكوبـاتور        سلول ،فوژيكردن و سانتر  

  و  كشت داده شد   يو رطوبت نسب  % CO2 5 گراد، يسانت

 ي اضـاف يهـا   ساعت سلول 24 بعد از    ومي مد ضيبا تعو 

هـر  . دش هي تخل ،اشتند ند يكه به كف فلاسك چسبندگ    

  ).16 (گرديد ضي كشت تعوطي روز مح3-2

  :يادي بنيها  سلولي سطحي ماركرهاييشناسا

 بــا اســتفاده از  تــريل يلــي ســلول در م1 × 105ابتــدا 

. دش ـ كسي ف ـ PBSدر   )Merck( درصـد    4 ديپارافرمالدئ

 ـ تـر يكرولي م 20 ،پس از شستـشو     ـ اول يبـاد  ي آنت  ـ عل هي  هي

 و  IgG1,2 ،CD14 ،CD45 ،CD44ي سـطح يماركرهـا 

)CD90 (IQ product  اضـافه شـد  قـه ي دق30 به مـدت  .

 FACS Calibur 488( تومتريسپس توسط دستگاه فلوسا

BD (ديدار به انجام رس  نشانيها شمارش سلول) 16.(  

  Pellet كشت متسيس  دركي كندروژنزيتما

 ي  بـه لولـه    تـر يل يل ـير م د سـلول    2 × 105 ،زي تمـا  جهت

 و پـس از     افـت يليتري انتقال      ميلي 15 لنيپروپيفالكون پل 

 عي مـا  ،قـه ي دق 10به مـدت     rpm 1400 با دور    فوژيسانتر

 5/0 شـد و بـه رسـوب حاصـل بـه آرامـي           هي تخل ييرو

 high glucose (Gibco) كي كنـدروژن وميليتـر مـد   ميلـي 

DMEMي حــاو Penicillin–streptomycin 1درصــد  ،

Insulin transferrin–selenious sodium 1درصــد  ،

Ascorbate–2 phosphate (Sigma) µg/ml 50،  

Dexamethaoson (Sigma) M 7-10 ،Linoleic acid 

(Sigma) µg/ml 5 وBone morphogenetic protein 

(sigma) ng/ml 500 دياضافه گرد.   

 CO2 5گراد و      سانتي ي  درجه 37ها در انكوباتور      سپس لوله 

 پـس از  و ضي تعـو ومي روز مـد 2-3هر . انكوبه شددرصد  

 ومي مد شاهددر گروه   . دي گرد هي آن ته  ري روز القاء، تصاو   21

  . كار رفت   بهBMP-6  بدون فاكتور رشدكيكندروژن

  :كي كندروژني حاصل پس از القاي ساختارهايابيارز

  :يكيستولوژي هيبررس

ــت ــهجهـ ــ هي  مطالعـ ــولكيستولوژيـ  ي روش معمـ

 كـار    بلـو بـه  ني آلسزييآم  و رنگ  ني ائوز نيليهماتوكس

 درصـد،   10 دي ـ كـردن در فرمالدئ    كسيپس از ف ـ  . رفت

ــگ آب ــفاف،يري ــشتگ  ش ــردن، آغ ــب،يك ــگ  قال  و يري

 و  نيليسپس با هماتوكس  . ها انجام شد     نمونه يريگ  برش

 نگ مقاطع ر  يبررس.  صورت گرفت  يزيآم   رنگ نيائوز

 انجـام گرفـت و      كـون ي ن ي نـور  كروسـكوپ يشده با م  

  .دي گردهي آن تهريتصاو

 بلو، مقاطع پس از شـفاف       نيس آل يزيآم   رنگ جهت

قرار گرفـت   % 1 بلو   ني در محلول آلس   يده  شدن و آب  

  . انجام شدكوني ني نوركروسكوپيو مطالعه با م

  :يميستوشي هنوومي ايبررس

 جهـت تثبيـت بـه       يده ـ   پس از شفاف شدن و آب      مقاطع

 ـ .  در استن قرار داده شد     قهي دق 5مدت    شـدن   يجهت خنث

هـا در محلـول       ت، نمونـه   باف ـ دروژني ه دازي پراكس تيفعال

 درجـه بـه مـدت    70 درصد در اتانل    3 دروژني ه ديپراكس

پس از شستشو بـا بـافر فـسفات از          .  قرار گرفت  قهي دق 30

ــز ــسميآن ــه م) Sigma (ني پپ ــب ــي م1 زاني ــرم يل  1 در گ

 دقيقـه در    40مـدت       مـولار بـه    5/0 كي است دي اس تريل يليم

 يهـا  يباد يآنت.  استفاده گرديد  گرادي سانت ي  درجه 37 يدما

ــاول ــ علهي ــولهي ــا  ملك ــوع يه ــلاژن ن  و II (Serotec) ك

 ـانساني بـه م   ) Abcame (كانيآگر  بـه مقـاطع     100:1 زاني

ــدت   ــه م ــافه و ب ــا 24اض ــاعت در دم ــه4 ي س  ي  درج

 ،PBSپس از شستـشو بـا بـافر         .  شد ي نگهدار گراد يسانت

 Horse radish proxidase بـادي ثانويـه متـصل بـه     آنتـي 

)DAKO cytomation( هـا    بـه نمونـه  قـه ي دق60 مدت  به

، كرومـوژن   PBS و پـس از شستـشو بـا بـافر            شدافزوده  

 ـ بنزنـو يآم يد هـا   بـه نمونـه  ) DAKO cytomation (نيدي
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 ني از هماتوكــسنــهي زميزيــآم  جهــت رنــگ. شــداضــافه

)Merck ( كروسـكوپ يسپس مطالعه بـا م    . استفاده گرديد 

  . انجام گرفتكونين

  : RT–PCRكيتكن
(Reverse Transcriptation-Polymerase Chain Reaction) 

   ي جداســازتيــ از كRNA ي جداســازمنظــور  بــه

RNA isolation (CinnaGen) RNX plus اســتفاده 

 بر اساس جذب نوري در طول موج        RNAغلظت  . شد

  .برآورد گرديد µg/ml 700 نانومتر معادل 260

ــا ــرمي م1 اســـتفاده از بـ  تيـــو ك RNA كروگـ
RevertAid TM First strand cDNA synthesis kit 

Fermentase   سنتز cDNA     انجام شد وPCR   آن مطابق

  : انجام شدريبا پروتكل ز
µl 5/2  Buffer x 10  

µl 5/0  dNTP mM 10  

µl 1  Prime   

µl 1  R Primer 

µl 5/0  enzyme Taq polymerase 

µl 5/2  cDNA 

 µl 25  dH2Oتا 

 ي  درجـه  95 در   قـه ي دق 5ت  مـد     سـيكل مقـدماتي بـه      يك

 ي متـوال  كلي س ـ 30 براي دناتوره كـردن، سـپس        گراد يسانت

گـراد بـراي       سـانتي  ي  درجـه  95 دقيقه بـا دمـاي       30شامل  

denaturation، 30گرادي ســانتي  درجــه56 ي بــا دمــاهيــ ثان 

 گـراد  ي سانتي  درجه72 ي با دماهي ثان45 و   annealing يبرا

  دقيقه بـا   5دت  م    و در پايان يك سيكل به      extension يبرا

  كلري بـا اسـتفاده از ترموسـا       گـراد  ي سـانت  ي  درجه 72 يدما

  

  توالي پرايمرهاي به كار رفته در پژوهش .1 جدول
F – TGAGGAGGGCTGGAACAAGTACC  Aggrecan:    

R _ GGAGGTGGTAATTCCAGGGAACA    

F _ CAGGTCAAGATGGTC Collagen II: 

R _ TTCAGCACCTGTCTCACCA  

F _ GGGCTGCTTTTAACTCTGGT  GAPDH:  

R _ GCAGGTTTTTCTAGACG  

Biometra   سـپس محـصول     . انجام گرفـتPCR ژل  ي رو 

توالي پرايمرهاي بـه كـار       . درصد الكتروفورز شد   1آگاروز  

  . آمده است1رفته، در جدول 
  

  ها يافته

  :ي از بافت چربيادي بنيها  سلولي هي و كشت اوليجداساز

 تحـت   ي انـسان  يلـد  ج ري ز ي بافت چرب  ي هي از تجز  پس

 حاصـل در    يا   تك هـسته   يها   كلاژناز، سلول  مي آنز تأثير

در ابتـدا بـا     .  كشت داده شد   يمتر ي سانت 25 يها  فلاسك

هـا بـه       سلول ،كروسكوپي م ريها در ز     فلاسك ي مشاهده

 با گذشت چند ساعت     ي و شناور بودند ول    يحالت كرو 

 خود را   ي چسبندگ ي  مرحله جيدرت  به)  ساعت 5 حدود(

 ـ و در ا   نـد ف فلاسك آغاز كرد   به ك   زمـان از حالـت      ني

 ي و دوك ـيا   سـتاره ،ياشكال چندوجهبا   خارج و    يكرو

 ند كوتـاه و انـدك مـشخص شـد         يتوپلاسـم ي س ديبا زوا 

 37( مناسـب دمـا   طي تحـت شـرا   جيتـدر    بـه ). 1شكل  (

ــه ــانتي درج ــراد ي س ــس يدو ) گ ــد5 دكربنياك  ، درص

 يتوزي م مي متصل به كف فلاسك با انجام تقس       يها  سلول

 ،هـا   تعـداد سـلول    شي با افزا  ؛افتندي ري رشد و تكث   ،يمتوال

 و اكثـر    شد ي م دهي كمتر د  ي و چند وجه   يا  اشكال ستاره 

 نـگ يزمـان دوبل  ). 2 شـكل ( شكل بودند    يها دوك   سلول

 ـ ايمحاسبه شده برا   72طـور متوسـط     هـا بـه    سـلول ني

  . بوداعتس
  

  
 هي در كشت اوليچرب جداشده از بافت يها  اشكال مختلف سلول.1شكل 

)300 ×(  
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 هاي بنيادي دوكي شكل در مراحل انتهايي كشت اوليه  افزايش سلول.2 شكل

)100 ×( 

  :يتومتري فلوسروش

 ـ  وني كردن و انكوباس   كسيپس از ف    مـورد   يبـاد  ي با آنت

 تومتر،يهـا توسـط دسـتگاه فلوس ـ        نظر و شمارش سلول   

 بيــهــا بــه ترت  درصــد ســلول18/91 و 14/87حــدود 

ــايدارا ــودCD90 و CD44 ي ماركرهـ ــ.  بـ  نيهمچنـ

 فاقد  ي جدا شده از بافت چرب     يها   درصد سلول  48/98

  ).1 نمودار(بود  CD45و  CD14 يماركرها

  

  

F
l-2

 C
D

44

FL-1

FL-1 CD90

FL
-2

 

  
  

، )CD14,45 (ها فاقد ماركرهاي هماتوپويئتيك  درصد سلول48/98. هاي بنيادي مشتق از چربي  نتايج فلوسيتومتري جهت شناسايي ماركرهاي سطحي سلول.1 نمودار

  . بودندCD90 و CD44 ها به ترتيب داراي ماركرهاي  درصد سلول18/91 و 14/87

  

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


 بتول هاشمي بني و همكاراندكتر   هاي بنيادي  روند تمايز سلول برBMP-6تأثير فاكتور رشد 

  

 1388آذر /100شماره /  سال بيست و هفتم –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  624

  Pellet كشت ستمي در سكي كندروژنزيتما

 ـ بن يهـا    سلول ك،ي كندروژن ي القا جهت  مـشتق از    يادي

 در پاساژ چهارم تحـت      ،ي انسان ي جلد ري ز يبافت چرب 

 بـه . كشت داده شـدند    Pellet ستميدر س  BMP-6 تأثير

 ي سـلول  ي  در تـوده   ي سـلول  ني و تعامل ب   يكي نزد ليدل

 فـاكتور   ي القا تأثير تحت   جيتدر   به فوژيحاصل از سانتر  

 متراكم در آمد و پـس از        ت به حال  ي سلول ي رشد، توده 

 ـ     قطر نمونه  ، روز 21  مـشخص   متـر  يل ـي م 1 از   شيهـا ب

  ).3شكل  (ديگرد
  

  
 Pelletستم  ساختار كروي شكل حاصل از تمايز كندروژنيك در سي.3 شكل

  )× 40(متر   ميلي1با قطر بيش از 

  

  :زي حاصل پس از تمايها  نمونهكي مورفولوژيبررس

 ني ائـوز  نيلي شده بـا هماتوكـس     يزيآم   مقاطع رنگ  يبررس

 مقـاطع   ني ـدر ا .  را آشـكار نمـود     يوجود بافت غـضروف   

 درون لاكوناهــا همــراه بــا تي شــبه كندروس ـيهــا سـلول 

ها مـشاهده شـد     لول در فواصل س   ي خارج سلول  كسيماتر

 ـ ). 4شكل  (  ي خـارج سـلول    كسيهـا مـاتر      سـلول  نيدر ب

 ي در نــواحكسي مــاترزانيــم. ديــ مــشاهده گردليــبازوف

 ـ ب يطي مح يها   نسبت به قسمت   تر يمركز  ـ ا ؛ بـود  شتري  ني

ــشان داد تمــا ــت ن ــدروژنزيحال ــشككي كن ــت لي و ت  باف

  . بهتر انجام شده استي مركزي در نواحيغضروف
  

  
هاي بنيادي مشتق از  دست آمده از روند كندروژنز سلول  به مقطع بافت.4 شكل

  )× H-E ،300(بافت چربي 

  

  : بلوني با آلسزي بافت حاصل از تماكسي ماتريبررس

ــضروف     آناز ــت غ ــه باف ــا ك ــهيج ــدل   ب ــتن لي  داش

 يژگ ـي خـود و   كسي سولفاته در ماتر   يها  كانيپروتئوگل

 بلــو ني شــده بــا آلــسهيــ دارد، مقــاطع تهيمتاكرومــاز

 ـآم   رنـگ  جينتا.  شد يزيآم  رنگ  كسي وجـود مـاتر    ،يزي

 ديها نشان داد كه مؤ     رنگ را درنمونه   ي آب يخارج سلول 

 ـ بن يها   از سلول  ي بافت غضروف  ليتشك  مـشتق از    يادي

  ).5 شكل (دبو يچرب
  

  
هاي بنيادي مشتق از بافت چربي با   برش بافت حاصل از تمايز سلول.5 شكل

  )× 100 (دهد اتريكس متاكروماتيك را نشان ميآميزي آلسين بلو كه وجود م رنگ

  

  :يميستوشينوهومي ايبررس

ــ ــاطع تهيبررس ــ مق  ــهي ــس از انكوباس ــده پ ــا وني ش  ب
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ــاد يآنتــ  ي ژهيــ وبــاتي وجــود ترك،كــاني آگريهــا يب

. را مشخص نمود  ) II و كلاژن نوع     كانيآگر(غضروف  

 مي آنـز  تأثير تحت   نيدينوبنزي آم ي د ي  كه ماده  جا ناز آ 

 يا   به رسوب قهـوه    هي ثانو يباد يمتصل به آنت   دازيپراكس

 بـر اتــصال  ليــ رنـگ دل نيــ اگـردد،  ي مــليرنـگ تبـد  

 ـ اول يباد يآنت  ـ و ثانو  هي  و كـان ي آگر يهـا    بـه ملكـول    هي

  ).7 و 6 شكل (باشد ي مIIكلاژن نوع 
  

  
 جهت بررسي وجود Pellet مقطع حاصل از تمايز در سيستم كشت .6شكل 

اي در ماتريكس  رنگ قهوه. )× 300( شيمينوهيستووآگريكان با تكنيك ايم

  . وجود آگريكان استي ها نشان دهنده خارج سلول

  

  
 جهت بررسي وجود Pellet مقطع حاصل از تمايز در سيستم كشت .7شكل 

اي در  رنگ قهوه. )× 400 (نوهيستوشيميو با تكنيك ايمIIكلاژن نوع 

  . استII وجود كلاژن نوع ي ها نشان دهنده ماتريكس خارج سلول

  :RT-PCR روش

 يميستوشينوهومي و ا  كيستولوژي ه يها   بر روش  علاوه

 ـ، ب جي نتـا  ديي تأ يبرا   غـضروف در ي ژهي ـ ويهـا    ژن اني

 ـ بن يهـا    كنـدروژنز از سـلول     نـد ي فرآ يها ط   نمونه  يادي

هـا،     سـلول  زيجا كـه هنگـام تمـا       از آن . دي گرد يابيارز

ــردار  نــسخهضروف بافــت غــي اختــصاصيهــا ژن  يب

 و كـلاژن نـوع      كاني آگر يها   ژن اني ب توان ي م شوند، يم

II قي را از طر RT-PCRپـس از  .  قرار دادي مورد بررس

 ژل آگـاروز بـرده شـد،        ي بر رو  PCR محصول   كه نيا

 همـراه بـا ژن    II و كـلاژن نـوع       كـان ي آگر يها   ژن انيب

مشخص ) GAPDH (دروژنازي فسفات ده  ديسرآلدئيگل

نهـا ژن    ت شـاهد ذكـر اسـت در گـروه          لازم بـه  . ديگرد

GAPDH ي بافـت غـضروف    ي ژهي و يها   شد و ژن   اني ب 

  ).8 شكل(فعال نبود 
  

                          Con   BMP-6 
Aggrecan 

 

Collagen 

 

GAPDH 
 

 

 
  

. Pelletهاي كشت يافته در سيستم   مربوط به نمونهRT-PCRنتايج  .8 شكل

 بيان نشده II غضروف مانند آگريكان و كلاژن نوع ي هاي ويژه  ژنشاهددر گروه 

  .ها بيان گرديده است  اين ژنBMP-6 و در گروه داراي

  

  بحث

 اسـتفاده   ،يادي بن يها   به سلول  ني محقق يابيپس از دست  

 ـ بن يهـا   از انواع سـلول     و ي در جهـت سـلول درمـان     يادي

. طور روزافـزون رو بـه گـسترش اسـت            بافت به  يمهندس

 بـه انـواع     زي تمـا  لي پتانس ،ياني رو يادي بن يها  گرچه سلول 

 اكتــودرم، انــدودرم و ي هيــ مــشتق از ســه لايهــا ســلول
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 يهـا  وجود آمدن تراتومـا در مـدل     بهماارند، ا مزودرم را د  

 هي ـدست آوردن اول      در به  ي اخلاق ني و هتك مواز   يونديپ

 ـ ست،يها از بلاستوس     سلول نيا  يهـا    سـلول  يريكـارگ ه   ب

 ي  و معالجـه هـا  بي آس ـ مي را در جهت تـرم     ياني رو ياديبن

  ).28( محدود نموده است ها يماريب

جمله از  ان   مشتق از مغز استخو    يمي مزانش يها  سلول

 ـ بن يهـا   سلول  و  ي در سـلول درمـان     داراي كـاربرد   يادي

 در عي وس ـقـات يبـا وجـود تحق  . باشند ي بافت م  يمهندس

 ـ دادن ا  زيجهت تما   يهـا  هـا بـه انـواع سـلول          سـلول  ني

 ـ،ي غـضروف ،ياسـتخوان    و  In vivo در ي و عـصب ي چرب

In vitroيابي، دسـت به دست آمـده  بخش تي رضاجي و نتا 

 و  يدگي سـائ  جـاد ي و ا  يا روش تهـاجم   ها ب    سلول نيبه ا 

 سن فرد، تعـداد     شيعلاوه با افزا    به. خراش همراه است  

ــوان تمــا ــشيهــا  ســلولزيو ت  مــشتق از مغــز يمي مزان

هـاي اخيـر      طي سـال  ). 29-30 (ابدي  ياستخوان كاهش م  

هاي بنيادي مشتق از بافت چربي جدا و شناسـايي            سلول

 قـرار   ني مختلف مـورد توجـه محقق ـ      ليدلا    و به  دهيگرد

 ـ ز يبافت چرب . ستا   گرفته  ـ   بـه  ي پوسـت  ري  قابـل   يراحت

هاي بنيادي بـه تعـداد فـراوان از            است و سلول   يدسترس

 ـ بن يهـا   سـلول . گـردد  ي بافت جدا م   نيا  مـشتق از    يادي

 يهـا   مـدت در بانـك   ي طـولان  ي بـه نگهـدار    ازي ن يچرب

 ـ.  بـالا نـدارد    يهـا   نهي همراه با صرف هز    يسلول ه تنهـا   ن

 ـ  ليدل    اتوگرافت كه به   ونديپ  ،HLA-DR ژن ي نداشتن آنت

 هاي بنيادي مشتق از بافت چربـي         آلوگرافت سلول  ونديپ

 رداري ـ واگ يهـا  يمـار ي و انتقال ب   وندي بدون خطر رد پ    نيز

از اين جهت در تحقيق حاضر از       ). 19( است   ريپذ  امكان

 ياديهاي بن    شكم، سلول  ي بافت چربي زير جلدي ناحيه    

لازم به ذكـر اسـت      . اي جدا و كشت داده شد        هسته تك

هاي بنيادي مزانـشيمي،    سلوليها  ويژگينيتر كه از مهم  

 ني ـدر ا .  چسبندگي به سطوح پلاسـتيكي اسـت       ييتوانا

 گريهاي د   ها از سلول     جهت جداسازي اين سلول    قيتحق

  . استفاده شد،هاي خوني مانند سلول ي،ژگي ونيفاقد ا

هـاي    اده اسـت كـه سـلول      نشان د پيشين   تحقيقات

ساز   خون ي هاي رده   مزانشيمي بنيادي، ماركرهاي سلول   

بـر ايـن اسـاس ماركرهـايي چـون          . كننـد   را بيان نمـي   

CD14 ــاژ ــلول ماكروفـ ــاركر سـ ــده،، مـ ــا گيرنـ  ي  يـ

ژن مـشترك لكوسـيت        آنتـي  ،CD45ساكاريد و     ليپوپلي

 طعدم بيان اين ماركرها توس    . مورد بررسي قرار گرفت   

دست آمده از بافت چربي نـشان داد كـه            هاي به   سلول

سـاز تعلـق     هـاي خـون      سـلول  ي هـا بـه رده      اين سلول 

 ي  ديگـر در زمينـه     يهـا    بـا گـزارش    شتند؛ اين يافته  ندا

هاي بنيادي مزانشيمي مطابقت      بررسي ماركرهاي سلول  

 يـا   CD44علاوه وجود ماركر      به). 16 ،30-32(داشت  

 نيـز   CD90 ،يتيموس ـي ت ژن ي هيالورونان و آنت   ي گيرنده

دسـت آمـده از بافـت چربـي       هـاي بـه   در سطح سلول  

 يي ماركرها جهت شناسـا نيهمانند ديگر تحقيقات كه ا    

 مـشخص   برنـد،  يكار م     به يمي مزانش يادي بن يها  سلول

در ايــــن تحقيــــق نتــــايج . )16 ،30-32(گرديــــد 

ــدود    ــه ح ــشان داد ك ــيتومتري ن ــد 18/91فلوس  درص

 هــا، لولدرصــد ســ 14/87و  CD44 مــاركر ،هــا ســلول

  .  را در سطح خود دارندCD90ماركر 

جا كه در بافـت غـضروفي عـروق خـوني و               آن از

هاي كندروسـيت     شود و تعداد سلول     اعصاب وارد نمي  

هاي ايـن بافـت    نيز در اين بافت محدود است و آسيب    

تـوان بـا      قابل ترميم نيست، از طريق مهندسي بافت مي       

بافت غـضروفي دسـت     هاي بنيادي به      استفاده از سلول  

هـاي وسـيع و تحـت          بررسي بهيافت، كه البته اين امر      

  .داردنياز شرايط مختلف 

 جهت طراحـي بافـت       كه  نشان داده است   قاتيتحق

  :غضروف وجود چند عامل ضروري است
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ترتيـب از طريـق        بـه  ،تعامل بين سـلولي   بر اساس   

 و كـشت  Pellet cultureسيستم كشت ميكروماس يـا  

تـوان تعامـل بـين       هاي سه بعدي مـي      بر روي داربست  

 كنـدروژنز فـراهم كـرد       ي جهـت القـا    ،سلولي مناسب 

مـــــديوم كنـــــدروژنيك داراي  ). 16 ،27 ،34-33(

 و عدم وجـود     بهاي مناس  فاكتورهاي رشد و سيتوكين   

 غـضروف سـازي محـسوب       ي القـا  اتيسرم از ضرور  

  حاضر در تحقيق  از اين رو     .)16 ،27 ،34-35( شود يم

كـار     ، جهت تمايز كندروژنيك به    Pelletسيستم كشت   

 براي اولـين مرتبـه جهـت        Pelletسيستم كشت   . رفت

هـا در شـرايطي كـه فنوتيـپ تمـايز             كشت كندروسيت 

 در سـال    Holtzer توسـط  ،نـد ي خود را حفظ نما    ي يافته

ــد  1960 ــرح داده شـ ــپس ). 9( شـ  و Johnstoneسـ

اي   كــشت تــوده روش از 1998همكــاران در ســال  

)Aggregate (هــاي   تمــايز كنــدروژنيك ســلولجهــت

بنيادي مزانـشيمي مـشتق از مغـز اسـتخوان خرگـوش            

 2 × 105 خــود ي  در مطالعــهشانيــا. اســتفاده نمودنــد

ــدروژنطي در محــفوژيســلول را پــس از ســانتر  كي كن

 يهـا    بـا غلظـت    TGF-β1كشت دادند و فاكتور رشـد       

 ـ اطـور مجـز      مختلف و دگزامتازون به     تـوأم جهـت     اي

  ).27(كار بردند   زي بهسا  غضروفيالقا

 آن زمان تـا كنـون محققـين جهـت دسـتيابي بـه               از

 اسـتفاده   Pellet كـشت    ي اهداف گوناگون از اين شـيوه     

برخي محققين براي بررسي تـأثير فاكتورهـاي        . اند  نموده

، )25 ،35-37(رشد مختلف بر روند تمايز كنـدروژنيك        

هــاي  هــاي ســلول  ويژگــيي  جهــت مقايــسهگروهــي

 و يـا  ختلـف هـاي م   نيـادي مـشتق از بافـت      مزانشيمي ب 

ــراي ) 19 ،38(هــاي متفــاوت  گونــه و برخــي ديگــر ب

 حـــوادث ملكـــولي و ژنـــي طـــي رونـــد ي مطالعـــه

 زي ساختار حاصل از تما    قي دق يسازي و بررس   غضروف

  ).39-40(اند   بهره گرفته از اين شيوه

 يكه برخي محققين وجود يكي از اعـضا          حالي در

TGF-β ــا ــراي الق ــلول  ي را ب ــايز س ــادي   تم ــاي بني ه

داننـد،    مزانشيمي بـه غـضروف ضـروري و كـافي مـي           

ــه     ــاكتور را ب ــن ف ــود اي ــر وج ــي ديگ ــايي  گروه تنه

دانند و برخي ديگـر    تمايز كندروژنيك نمي   ي كننده  القاء

انـد     گرفته ركا  تركيبي از فاكتورهاي رشد گوناگون را به      

ترين شرايط جهـت طراحـي بافـت          تا بهترين و مناسب   

  . را شناسايي نمايندغضروف

 گـزارش   Indrawattana ي طرف ديگر در بررس ـ    از

 ي قــادر بــه القــايي بــه تنهــاBMP-6شــده اســت كــه 

 گـر ي د قـات يعـلاوه در تحق     بـه ) 22 (ستيكندروژنز ن 

 ي داخل غضروف  يساز   استخوان ي را برا  BMP-6وجود  

 لي ايـن فـاكتور را در تـشك        ي و نقش اساس   دانستهلازم  

  ).23-24(اند  استخوان گزارش كرده

 تكامـل   ي نشان داده است كه ط ـ     ها ي بررس نيهمچن

ــرو ــهانيـ ــي  در مرحلـ ــهي از هشي پـ ــدن پرتروفـ  شـ

 BMP-6علاوه    به. شود ي م اني ب BMP-6 ها،  تيكندروس

 را در كـشت     X مربوط به كـلاژن نـوع        mRNAميزان  

 ي سـلول  ي  نابـالغ و رده    يها  تي در كندروس  يا  هيتك لا 

  ).25 (دهد ي مشي افزاATDC5 كيكندروژن

ــ تحقدر ــلولSekiya قيـ ــاران، سـ ــا  و همكـ  يهـ

 كرومـاس، ي در كشت م   ي مغز استخوان انسان   يياستروما

 و دگزامتازون   TGF-β3بدون وجود سرم و در حضور       

 برده شد و با افـزودن       شي پ كي كندروژن زيبه سمت تما  

BMP-6     شي برابـر افـزا    ني چند زي وزن توده پس از تما 

 پـس از    II و   Xن نـوع     كلاژ اني ب ي و يدر بررس . يافت

 BMP-6 نـشان داد كـه       يو. دي هفته مشخص گرد   كي

ــ ــد يم ــأثير توان ــا تولTGF-β3 ت ــدروژنز ب ــ را در كن  دي

بـا توجـه بـه      ). 26 (دي نما شتري ب ها  كانينوگليكوزآميگل
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 مختلف كه تأثير عوامل رشـد گونـاگون را      يها  گزارش

ــادي     ــلول بني ــوع س ــه ن ــسته ب ــدورژنز ب ــد كن در رون

 حيـواني،   ي  رفته، گونـه   كار  ه كشت ب  مزانشيمي، روش 

طور متفاوت بيان       سلولي به  يها يشرايط كشت، دانستن  

 مختلـف در ايـن زمينـه همچنـان          يها  اند، تناقض   كرده

دست آوردن شـرايط مطلـوب و         جهت به . وجود دارد 

هـاي بنيـادي      استاندارد در روش كنـدرورژنز از سـلول       

 و ي مطمــئن كــاربرديهــا  روشييمزانــشيمي، شناســا

 ياري بـس  قـات ي شـده حاصـل، تحق     ي بافت طراح  ونديپ

 ـاز ا . لازم است  هـاي     حاضـر سـلول    قي ـ رو در تحق   ني

بنيادي از بافت چربـي جداسـازي، تكثيـر و شناسـايي            

 تحـت   Pelletگرديد و تمايز كنـدروژنيك در سيـستم         

  .  مورد مطالعه قرار گرفتBMP-6 فاكتور رشد تأثير

 ي گزارش ـگونـه  چي به ذكر است كه تا كنـون ه ـ    لازم

 Pellet در سيـستم   BMP-6 فاكتور رشـد     تأثير بر   يمبن

 ـ بنيهـا    كنـدروژنز سـلول    يجهت القـا    مـشتق از  يادي

 ي حاضـر بـرا    قي است و در تحق    امدهيدست ن     به يچرب

 يهــا  ســلوليســاز  غــضروفي مرتبــه القــانينخــست

ADSCs  در سيستم  Pellet     چـه  اگر ؛ انجام شـده اسـت 

ــاســتفاده از ا  كير رونــد كنــدروژن فــاكتور رشــد دني

 گرفتـه  مشتق از مغزاسـتخوان انجـام        يادي بن يها  سلول

  ).22(است 

 جـه ي نت تـوان  ي حاضـر م ـ   قيطور خلاصه از تحق      به

 ـ بن يهـا   گرفت كه سلول    ـ      يادي  ي مـشتق از بافـت چرب

در  BMP-6 فاكتور رشـد     تأثير تحت   ي انسان يرجلديز

 ي به بافـت غـضروف     زي تما تيقابل Pellet كشت   ستميس

 بافـت  يها جهت طراح  سلولني از اتوان ي و م را دارند 

  . استفاده نموديغضروف
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Abstract 
Cartilage damaged by trauma or degenerative arthritis has a limited capacity for 
regeneration most likely because of its avascularity and low cellularity. In this study, 
adipose–derived stem cells were cultured in chondrogenic medium supplemented 
isolated from adipose tissue then were induced for chondrogenesis with BMP-6 in 
Pellet culture system. 

Background: 

Human adipose tissues obtained from cesarean section and ADSCs were isolated 
and characterized by flowcytometry techniques for CD14, CD44, CD45, and CD90 
markers. To induct of chondrogenesis ADSCs were cultured in Pellet culture for 21 
days in chondrogenic medium supplemented with BMP-6. Resulted constructs were 
investigated by histological, immunohistochemical and RT-PCR methods. 

Methods:  

ADSCs were expressed CD44, CD90 and not CD14 or CD45. ADSCs 
chondrogenesis was occurred successfully. Stained-sections in H-E and alcian blue 
were showed chondrocytes in lacuna with sulfated proteoglycans extracellular 
matrix. Existence of collagen type-II and aggrecan was proved in constructs by 
immunohistochemical study. RT-PCR method was exhibited collagen type-II and 
aggrecan genes expression in differentiated cells. 

Findings: 

Human adipose-derived stem cells are excellent candidate for cartilage tissue 
engineering. In Pellet culture ADSCs in presence of BMP-6 were induced for 
chondrogenesis. 

Conclusion: 

Chondrogenesis, Adipose-derived stem cells, Tissue engineering, Collagen 
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