
مقاله پژوهشی
مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

269- 1394،282تیر، 14دوره
چربی انسان بافت ي بنیادي مزانشیمی مشتق از هامعرفی سیستم کشت پلت سلول

به عنوان یک مدل کشت آزمایشگاهی به منظور اهداف مهندسی بافت غضروف
4دیه غیاثیمه، 3، ناصر کلهر2، محسن شیخ حسن1رضا طباطبائی قمی

20/2/94: پذیرش مقاله19/2/94:دریافت اصلاحیه از نویسنده22/1/94:ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح9/12/93:دریافت مقاله

چکیده
ایجاد روش مهندسی . از بین رفتن بافت غضروفی شوندتوانند منجر به میي مختلف هاو آسیبهابیماري:زمینه و هدف

ي آسیب دیده فراهم ساخته هااي را به منظور ترمیم سلولي بنیادي، فرصت امیدوارکنندههاوف بر پایه سلولبافت غضر
ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی به دلیل خصوصیات منحصر به فردي همچون تمایز به هابه تازگی، سلول. است
معرفی سیستم کشت پلت ف از انجام این مطالعه، هد. ي مختلف سلولی توجه زیادي را به خود معطوف ساخته استهارده

ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی انسان به عنوان یک مدل کشت آزمایشگاهی به منظور اهداف مهندسی بافت هاسلول
.باشدمیغضروف 

اهی قمي بنیادي جهاد دانشگهاآزمایشگاه سلولدر1391سالدرآزمایشگاهیصورتبهمطالعهاین:هامواد و روش
ي بنیادي مزانشیمی از بافت چربی انسان جداسازي شده و پس از تکثیر در محیط هادر این مطالعه، ابتدا سلول.شدانجام

کشت DMEMآزمایشگاهی توسط انجام سانتریفوژ به شکل سیستم پلت در محیط تمایزي کندروژنیک حاوي محیط 
مورد Real-time PCRو MTTيهاغضروف به ترتیب به وسیله روشي ویژه هاگردیده و توانایی بقاي سلولی و بیان ژن

.مستقل صورت پذیرفتtتوسط آزمون هادر این مطالعه، تجزیه و تحلیل داده. ارزیابی قرار گرفت
ب توانایی بقا و تکثیر سلولی و به ترتیReal-time PCRو MTTنتایج حاصل از این مطالعه با استفاده از ارزیابی :هایافته

.ي تمایز یافته به بافت چربی با استفاده از سیستم کشت پلت مشخص نمودهاي مخصوص غضروف را در سلولهابیان ژن
مناسب جهت تمایز راهکارتواند به عنوان یک میطبق نتایج حاصل از این مطالعه، روش کشت پلت :گیرينتیجه
.به رده غضروفی مورد استفاده قرار گیردمشتق از چربی ي بنیادي مزانشیمی هاسلول
چربی انسان، سیستم کشت پلت، تمایز به رده غضروفیبافت ي بنیادي مزانشیمی مشتق از هاسلول: ي کلیديهاواژه

انیرا،قم، جهاد دانشگاهی استان قم، ي بنیاديهازیست شناسی، آزمایشگاه سلولشد اریسشنارکا-1
انیرا،قم، جهاد دانشگاهی استان قم، ي بنیاديهاآزمایشگاه سلول،بیوتکنولوژيشد ارکارشناسی -2
.انیرا،قم، جهاد دانشگاهی استان قم، ي بنیاديهاآزمایشگاه سلول، ژنتیکشد اریسشنارکا-3
انیرا،قم، جهاد دانشگاهی استان قم، ي بنیاديهاآزمایشگاه سلول، زیست شناسی سلولی مولکولیشداریسشنارکا)نویسنده مسئول(-4

Mahdieh.ghiasi@yahoo.com: ، پست الکترونیکی025-32700154: ، دورنگار025-32700155: تلفن
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مقدمه
نقص غضروف به علت ضربه، برداشتن تومور یا سایش 

ي هامرتبط با سن منجر به درد مداوم و محدودیت
مفاصل و مشکلات پزشکی و اجتماعی در افراد عملکردي 

این اعتقاد وجود دارد که . بیمار و سالخورده خواهد شد
تواند به شدت بر روي ساختار و میحتی ضایعات کوچک 

بگذارد و امکان ایجاد تأثیرعملکرد غضروف مفصلی 
این امر به دلیل عدم . ]1[سازد استئوآرتریت را فراهم

فت غضروف و در نتیجه امکان وجود عروق خونی در با
.باشدمیبازسازي ضعیف صدمات وارده به این بافت 

ي هاي اتولوگ به عنوان یک منبع سلولهاکندروسیت
ي معیوب و آسیب دیده در هااولیه جهت بازسازي غضروف

شود و به صورت بالینی مورد استفاده قرار مینظر گرفته 
د شده در محل با این حال، عوارض ایجا. ]1-3[گیرد می

برداشت نمونه و از دست دادن فنوتیپ آن، خود از جمله 
در نتیجه نیاز به . باشدمیهامشکلات استفاده از این سلول

یی است که در درمان نواقص غضروفی هااستفاده از روش
داراي پتانسیل بالایی بوده و به بازسازي ضایعات غضروفی 

مهندسی بافت ، اهاز مهمترین این روش. ]1-2[کمک کند 
ي سه بعدي هااست که فرآیندي است که به خلق بافت

ي هاداراي عملکرد با استفاده از ترکیب داربست و سلول
هاعواملی که رشد سلولی، سازماندهی و تمایز آنمناسب و 
. ]4[پردازد مینماید میرا تسهیل 

مشتق از چربی میي بنیادي مزانشیهابه تازگی، سلول
ي را در بازسازي بافت نرم به خود معطوف توجه زیاد

توانایی تمایز به غضروف، هااین سلول. ساخته است
استخوان، عضله و چربی را در حضور فاکتورهاي تمایزي و 

ي بنیادي هاسلول. شرایط کشت مناسب دارا هستند
مزانشیمی مشتق از چربی چندتوانی خود را در شرایط 

حفظ نموده و توانایی آزمایشگاهی در طول چندین پاساژ
و تکثیر سلولی افزایش داده و سازي را با گسترشغضروف
ي هادر مقایسه با سلولهااین سلول. نمایندمیحفظ 

، مغز استخواني دیگر از جملههامشابه مشتق از بافت
انهو مزایاي فراوانی هستند که از جمله آهاداراي ویژگی

از بیمار در مقادیر هاتوان به دسترسی آسان این سلولمی
فراوان با استفاده از روش لیپوساکشن اشاره نمود نسبتاً

در حال حاضر به عنوان وسیله درمان نقص بافت انهآ. ]1[
. آیندمیي بنیادي خود فرد به حساب هابا سلول

ي بنیادي هامهندسی بافت غضروفی بر پایه سلول
جهت مستحکمی راراهکارمزانشیمی مشتق از چربی، 

بعدي توسط ترکیب با سهي غضروفی هاگسترش بافت
مواد زیستی مناسب و فاکتورهاي رشد مطلوب ایجاد 

. ]4[نموده است 
ي هاجهت القاي فرآیند تمایز سلولTGF-βاز فاکتور 

بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی به غضروف به طور 
تمایز سه بعدي . ]1[اي استفاده شده است گسترده

بعدي و در محیط سهي هابر روي داربستمعمولاًهاسلول
علاوه بر فاکتورهاي رشد . پذیردمیاي صورت تمایزي ویژه

ي مختلف به عنوان یک ماتریکس هاخارجی، داربست
هاو بافتهابعدي براي رشد مناسب سلولسهحفاظتی 

ي کشت سه بعدي به هاسیستم. مورد استفاده قرار گیرد
ر حفظ و نگهداري فنوتیپهاي طبیعی دهادلیل قابلیت آن

ي هابراي مطالعات بر روي قابلیت تمایز سلولهاسلول
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بنیادي مشتق از چربی به رده غضروفی ارزشمند هستند 
]4[ .

اخیرا، روش کشت پلت براي تمایز به غضروف 
ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی استفاده شده هاسلول
ي هاین سیستمترروش کشت پلت یکی از ساده. است

ي هاسازي سلولکشت سه بعدي است که جهت غضروف
در این مطالعه، . ]5[بنیادي مختلف به کار رفته است 

سیستم کشت پلت به عنوان روش مناسبی جهت تکثیر و 
ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی بررسی هاتمایز سلول

. گردیده است
ایز با توجه به مطالعات مشابه انجام شده، وجه تم

به عنوان TGF-β3تحقیق حاضر استفاده از فاکتور رشد 
مهمترین فاکتور القاي تمایز و بررسی قدرت بقاي 

ي ویژه هاي تمایز داده شده به غضروف و بیان ژنهاسلول
-Realو MTTي هاغضروفی به ترتیب با استفاده از روش

time PCRباشدمی.

هامواد و روش
، براي جداسازي (in vitro)در این مطالعه آزمایشگاهی 

گرم بافت چربی 5ي بنیادي مزانشیمی، مقدار هاسلول
بیمار که تحت عمل نفرکتومی قرار داشتند به 3شکمی از 
) سال48ین سنی میانگ(از تمامی بیماران . دست آمد

نمونه چربی اخذ شده در . نامه کتبی اخذ گردیدرضایت
Gibco, Life)محلول فسفات بافر سالین  Technologies,

USA)استرپتومایسین -سیلینبیوتیک پنیحاوي آنتی
(Gibco, Life Technologies, USA)1 % تحت شرایط

استریل از بیمارستان به آزمایشگاه منتقل و پس از چندین 
بار شستشو با فسفات بافر سالین و سرم فیزیولوژي به 

ي بنیادي هاسپس سلول. قطعات کوچک تبدیل شد
از بافت % I2/0به وسیله هضم با آنزیم کلاژناز مزانشیمی

به این صورت که ابتدا به ازاي هر . چربی استخراج گردید
به آن اضافه Iگرم آنزیم کلاژناز میلی5/1یک گرم چربی 

گرادسانتیدرجه 37دقیقه در دماي 60تا 45و به مدت 
دور 1800دقیقه با سرعت 10سپس به مدت . انکوبه شد

وژ قرار گرفته و در نهایت رسوب یقه تحت سانتریفدر دقی
Dulbecco'sسلولی در محیط کشت  Modified Eagle's

Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA) حاوي
سرم جنین و % 1استرپتومایسین /سیلینبیوتیک پنیآنتی

به % 10(Gibco, Life Technologies, USA)گوساله 
37در انکوباتور فلاسک مخصوص کشت سلول منتقل و 

و رطوبت % 5اکسید کربن حاوي ديگرادسانتیدرجه 
ي هاساعت، سلول24پس از گذشت . قرار داده شدند% 95

محیط . معلق با تعویض محیط از فلاسک حذف شدند
هاسلول. روز یک بار تعویض گردید3هر هاکشت سلول

سینه شدن به مرحله پاساژ سوم انتقال یافتند ویپپس از تر
.]4[جهت استفاده آماده شدند 

در این مطالعه، به منظور تمایز کندروژنیک از سیستم 
وژ یبوسیله سانتریفهاپلت. کشت سه بعدي استفاده شد

سلول بنیادي مشتق از بافت چربی با دور 1×106تعداد 
15ي هادقیقه در تیوپ10دور در دقیقه به مدت 1400
محیط کندوژنیک ). 1شکل (لیتري تشکیل شدند میلی

- به همراه انسولینDMEM-High Glucoseشامل 
، 1%(Sigma-Aldrich, USA)سلنیوم -ترانسفرین

نانومولار، سرم 100(Sigma-Aldrich, USA)دگزامتازون 
، آسکوربات 1%(Sigma-Aldrich, USA)آلبومین گاوي 
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میکروگرم بر 50(Sigma-Aldrich, USA)فسفات-2
5(Sigma-Aldrich, USA)د لیتر، لینولئیک اسی

-TGF-β3(Sigmaمیکروگرم بر لیتر، فاکتور رشد 

Aldrich, USA)بوده و % 1استرپتومایسین - و پنی سیلین

و گرادسانتیدرجه 37سپس در داخل انکوباتور با دماي 
2-3روز نگهداري و هر 14به مدت % 5دي اکسیدکربن 

. روز محیط کشت تعویض شدند

شماتیکی از مراحل مختلف سیستم کشت پلتر  تصوی-1کل ش

روز از 14بررسی قابلیت بقاي سلول پس از گذشت 
و در حضور محیط تمایز هابر روي داربستهاکشت سلول

لیتر محیط کشت میلینیم . به غضروف انجام پذیرفت
DMEM میکرولیتر محلول 50وMTT)3)4 دي - 5و

5,رازولیوم برومایددي متیل تت- 5و2-یل- 2-تیازول) متیل

به (Sigma-Aldrich, USA)) لیترمیلی/گرممیلی
ساعت انکوباسیون، نیم 4پس از . اضافه شدهاداربست

به محلول )DMSO(لیتر دي متیل سولفوکسیدمیلی
دقیقه در نهایت 20پس از گذشت . حاصل اضافه شد

570داربست در طول موج /میزان جذب نوري سلول
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دستگاه میکروپلیت ریدر اندازه گیري شد نانومتر توسط
.]6[)2شکل (

روز از 14پس از گذشت RNAي هاابتدا تمامی نمونه
به طور جداگانه هاتمایز کندروژنیک از هر کدام از داربست

در داخل نیتروژن مایع تخریب شده و هاداربست. تهیه شد
AccuZolTMبا استفاده از کیتRNAسپس  (bioNEER,

Korea)لعمل مربوطه استخراج گردیدو طبق دستورا .

MTTتصویر شماتیکی از انجام تست –2ل شک
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با استفاده از cDNAبه RNAبرداري معکوس نسخه
و AccPower®RT Premix (bioNEER, Korea)کیت 

Real-time PCR.طبق دستورالعمل مربوطه انجام پذیرفت

SYBRGreen PCR Master Mixبا استفاده از 

(Amplicon, UK) وRotor-GeneTM 6000 Series

software version 1/7/65 (Corbett Life Science, UK)

. انجام پذیرفت
و اگریکان طبق SOX9ي هابراي ژنPCRواکنش 

:برنامه زیر صورت پذیرفت
دقیقه و به دنبال 15به مدت واکنشمخلوطابتدادر
. جه گرمادهی شددر95ثانیه در دماي 15به مدت آن 

. ثانیه قرار گرفت40درجه به مدت 58سپس در دماي 

PCRبرنامه حرارتی استفاده شده در واکنش ،همچنین

15درجه به مدت 95شامل دماي IIوIي کلاژن هاژن
درجه به مدت 95، دماي جهت واسرشت شدن اولیهدقیقه

درجه به مدت 58و دماي جهت واسرشت شدنثانیه 15
واکنش از مرحله دوم . نیه جهت اتصال پرایمرها بودثا35

.سیکل تکرار شد40به بعد، براي 
براي هر کدام از 3پرایمرها با استفاده از برنامه پرایمر 

1طراحی شد که بر طبق توالی ذکر شده در جدول هاژن
اکتین - ر اساس ژن رفرنس بتاژن مورد نظر ب. باشدمی

ي هدف با هاکدام از ژنسطح بیان هر. سازي شدنرمال
.]6[محاسبه گردید Ct∆∆-2استفاده از 

Real-time PCRتوالی پرایمر ژن هاي مورد استفاده در آنالیز - 1جدول 

نام پرایمر

Iتوالی مستقیم ژن کلاژن نوع

Iتوالی معکوس ژن کلاژن نوع

توالی مستقیم  ژن اگریکان
توالی معکوس ژن اگریکان

Sox9تقیم ژن توالی مس

Sox9توالی معکوس ژن 

TTGTACAGACATGACAAGAGGC

CTCTACCTGGGTACTACCCA

CAGAGTGAAATCCACCAAGT

TGTCCGTGGACAAACAGGTA

TACGACTACACGCACCACCA

TTAGGATCATCTGCGCCATC

IIتوالی معکوس ژن کلاژن نوعIIتوالی مستقیم ژن کلاژن نوع ACACAGCGCCTTGAGAAGAG

TTCTACGGTCTCCCCAGAGA

tدر این آزمایش با استفاده از مقایسه میانگین آزمون 

ي هادار بودن تفاوت رشد و تمایزي سلول، معنیمستقل
. بنیادي کشت شده بر روي دو داربست مشخص گردید

آنالیز آماري با . بار تکرار شد4براي هر نمونه MTTآنالیز 
انجام پذیرفت و )17نسخه (SPSSافزار ده از نرماستفا

.در نظر گرفته شد>05/0pهاسطح معنی داري در آزمون

نتایج
ي بنیادي ها، سلولطی جداسازي و تکثیر سلولی

با ظاهري شبیه به فیبروبلاست مزانشیمی مشتق از چربی
ي مشخص رشد کردند که توسط هایا دوکی شکل با هسته

(BHS, OLYMPUS, USA)میکروسکوپ فاز متضاد 

). 3شکل (ه گردید مشاهد
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چربی بافتهاي بنیادي مزانشیمی مشتق ازسلول- 3شکل 
)X40بزرگنمایی (

ي یکنواختی با رشد و افزایش هادر پاساژ سوم، سلول
5×106در این مرحله، از تعداد . حاصل شدانهدر تعداد آ

لیتر جهت ایجاد سیستم کشت پلت استفاده میلی/ سلول
این مطالعه نشان داد از لحاظ نتایج حاصل از. گردید

هاي تمایز بقاي سلول>05/0pمستقل با احتمال tآزمون 
) 4شکل (یافته به غضروف 

چربی تمایز بافتسلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از-4شکل 
)X40بزرگنمایی (یافته به غضروف 

و سیستم کشت تک لایه در سیستم کشت پلت 
).1نمودار (د داري داشتناختلاف معنی

هاي ارزیابی توانایی بقاي سلولمستقلtنمودار آزمون - 1نمودار 
هاي چربی با استفاده از سیستمبافتشتق ازبنیادي مزانشیمی م

(SEM)خطاي معیار . MTTکشت تک لایه و پلت به وسیله تست 

داردهنده وجود اختلاف معنینشان*، >05/0pتکرار، 4براي 

Real-time PCRالعه، با استفاده از روش در این مط

ي اگریکان و هامشخص گردید که در میزان بیان ژن
بین سیستم کشت پلت و سیستم کشت تک IIکلاژن نوع 

) چربیبافت نشیمی مشتق از ي بنیادي مزاهاسلول(لایه 
اما در میزان ) >05/0p(داري مشاهده شد اختلاف معنی

داري مشاهده ختلاف معنیاIو کلاژن نوع sox9بیان ژن 
).2نمودار ) (>05/0p(نشد 
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چربی تمایز یافته به بافتهاي بنیادي مزانشیمی مشتق ازهاي مخصوص غضروف در سلولان ژنمستقل بررسی بیtنمودار آزمون -2نمودار 
،>05/0pتکرار، 4براي (SEM)معیار خطاي. Real-time PCRهاي کشت تک لایه و پلت به وسیله روش غضروف با استفاده از سیستم

داردهنده وجود اختلاف معنینشان*

بحث
بالغ به منظور بازسازي و مهندسی بنیادييهاسلول

به شمار سلولیبافت غضروف به عنوان منبع مناسب 
در به رده غضروفی هاپتانسیل تمایز این سلول.آیندمی

ر داربست و ي کشت سلول مبتنی بهابسیاري از سیستم

رین متاز مه. ]7-9[عاري از داربست ارزیابی شده است 
ي بنیادي مزانشیمی هاي بنیادي بالغ، سلولهاسلول

هستند که به طور گسترده اي در مهندسی بافت غضروف 
. ]10-11[گیرند میمورد استفاده قرار 

نشیمی امزبنیادييهافرآیند غضروف سازي از سلول
سلول در محیط - و تماس سلولبه تراکم بالاي سلول
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و TGF-βتمایز به غضروف عاري از سرم به همراه 
گزارشات تحقیقات حاکی از آن . ]1[دگزامتازون نیاز دارد 

است که جهت ایجاد بالاترین سطح تراکم سلولی در 
نشیمی به تقلید از فرآیند تراکم امزبنیادييهاسلول

افتد میتفاق سازي امزانشیمی که در طول تکامل غضروف
. ]12[توان از سیستم کشت پلت استفاده نمود می

امروزه، اگر چه استفاده از سیستم کشت پلت به دلیل 
ایجاد پدیده نامطلوب تمایززدایی، جهت کشت و تکثیر 

باشد اما میي جدا شده از غضروف مرسوم نهاکندروسیت
بعدي به طور سهسیستم کشت این سیستم به عنوان یک

بنیادييهاسازي از سلولاي در مطالعات غضروفگسترده
نشیمی به کار رفته و قابلیت فراهم ساختن امز

ي بین سلول با سلول مناسب همچون هابرهمکنش
ارتباطات سلولی که در طول تشکیل غضروف در زمان 

در مطالعاتی، در . باشدمیشود را نیز دارا میجنینی ایجاد 
رش شد که شرایط زمینه مهندسی بافت غضروف گزا

ي کشت پلت ایجاد هاتواند توسط سیستممیمتراکم شده 
گردد که به عنوان محرك خارجی مناسب جهت تمایز این 

که تعداد به دلیل این. به رده غضروفی عمل نمایدهاسلول
کشت پلت در یک مکان تراکم زیادي سلول در سیستم

و در اند ناحیه مرکزي آن تحت فشار بیشتري بودهیافته
سلول بیشتري در روش - ي سلولهانتیجه برهم کنش

. ]12[گردد میکشت پلت نسبت به روش تک لایه ایجاد 
سلول نه تنها فاکتور مهمی در -برهمکنش بین سلول

ایجاد مجدد عملکردهاي ویژه در مهندسی بافت به شمار 
تواند نقش میرود بلکه در ماتریکس خارج سلولی نیز می

. نداساسی بازي ک

تحقیقات زیادي نشان دادند تحت شرایط خاص 
چربی توانایی بافت ي بنیادي مزانشیمی مشتق از هاسلول

ي ویژه غضروفی شامل کلاژن نوع هاو پروتئینهابیان ژن
IIو اگریکان را دارند بدون اینکه مارکرهاي کندروسیتی
. ]13[را بیان کنند Xیپرتروفیک همچون کلاژن نوع ها

Winterبنیادييهاو همکاران نشان دادند سلول
مزانشیمی مشتق از مغز استخوان و بافت چربی، پتانسیل 

نتایج . دهندمیتمایز به غضروف را در کشت پلت نشان 
توان از این روش میحاصل از این مطالعه نشان داد که 

ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی هاجهت تمایز سلول
نمود که نتایج مطالعه ما نیز آن را به رده غضروفی استفاده

اي با استفاده از هدر مطالع،همچنین. ]14[یید نمود أت
ي بنیادي مزانشیمی هاسیستم کشت پلت، تمایز سلول

مشتق از چربی به رده غضروفی در مقایسه با کشت تک 
لایه افزایش یافت که این مطالعه نیز همسو با مطالعه ما 

-ایش را برهم کنش بین سلولدلایل این افز. ]15[بود 
از مزایاي این . سلول در سیستم کشت پلت دانسته اند

سلول در - توان به سطح وسیع واکنش سلولمیسیستم 
. مقایسه با کشت تک لایه اشاره نمود

و همکاران نشان داد بیان Haudenschildمطالعه 
و اگریکان در IIي ویژه غضروف کلاژن نوع هاژن

ي کشت هاون پلت در مقایسه با سیستمیی همچهاسیستم
در مطالعاتی . ]16[دهند میتک لایه افزایش بیان نشان 

ي بنیادي مزانشیمی مشتق از هامشخص شد که سلول
مغزاستخوان با سیستم کشت پلت ساختار غضروفی، 
عملکرد و خصوصیات مولکولی برتر و بهتري را نشان 

دادند که و همکاران نشانBernstein. ]17[دهند می
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ي جدا شده هادر کندروسیتsox9و IIي کلاژن نوع هاژن
از مفصل زانوي خوك با استفاده از سیستم کشت پلت 
نسبت به داربست آلژینات بیان بیشتري را نشان دادند 

]5[ .
مناسب ترین خانواده فاکتور TGF-βرسد که میبه نظر 

TGF-β3. رشد براي ساخت ماتریکس خارج سلولی باشد

تواند به عنوان مییکی از اعضاي این خانواده نشان داد که 
ي هایک فاکتور غضروف سازي، تمایز غضروفی را در سلول
. ]18[بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی افزایش دهد 

نتایج حاصل از برخی مطالعات انجام شده با سیستم کشت 
پلت نشان داد که میانگین اگریکان در گروه تحت درمان 

داري بالاتر از گروه کنترل بود به صورت معنیTGF-β3با 
]19[ .

ي بنیادي مزانشیمی هامطالعه ما نشان داد تمایز سلول
تواند تحت میچربی انسانی به غضروف بافت مشتق از 

. شرایط کشت مناسب و محیط مشخص صورت پذیرد
ي بنیادي مزانشیمی هاهمچنین، غضروف سازي سلول

تواند با استفاده از سیستم کشت میمشتق از چربی انسانی
ي زیست فعال خارجی هاپلت با اضافه نمودن محرك

القا شود و این مطالعه، مطالعات قبلی TGF-β3همچون 
در این مطالعه، میزان بیان . انجام پذیرفته را تصدیق نمود

، IIو Iي اختصاصی غضروف شامل ژن کلاژن نوع هاژن
ادي مزانشیمی مشتق از ي بنیهاسلولsox9اگریکان و 

چربی تمایز یافته به غضروف در دو سیستم کشت بافت 
مورد ارزیابی Real-Time PCRتک لایه و پلت نیز با روش 

در IIي اگریکان و کلاژن نوع هاسطح بیان ژن. قرار گرفت
این مطالعه در سیستم کشت پلت در مقایسه با سیستم 

ي هاش بیان ژنافزای. تک لایه افزایش معنی داري داشت
و اگریکان در سیستم کشت پلت در مقایسه IIکلاژن نوع 

سیستم کشت پلت به منظور با سیستم تک لایه نشان داد 
ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی هاسازي سلولغضروف

بیان دو ژن کلاژن نوع ،همچنین. تواند ارزشمند باشدمی
II این و اگریکان نشان داد بافت تشکیل شده توسط

در این مطالعه، مشخص . ، بافت غضروفی استهاسلول
گردید طی کندروژنسیس در محیط سه بعدي پلت، 

، بیان ژن اگریکان IIهمزمان با افزایش بیان ژن کلاژن نوع 
از جمله mRNAتثبیت بیان . یابدمینیز افزایش 

ي اصلی سیستم کشت پلت در مقایسه با تک لایه هاویژگی
ي مخصوص غضروف هاعه، حفظ بیان ژندر این مطال. است

ي بنیادي مزانشیمی مشتق از هانیز در کشت پلت سلول
. چربی حاصل گردید

به دلیل کهاستاینمامطالعهمحدودیتمهمترین
ي هاعدم وجود تجهیزات و مواد لازم قادر به انجام روش

مطالعهایندر.هیستولوژیک و ایمنوهیستوشیمی نبودیم
با استفاده ازهاو تکثیر و تمایز سلولرشدبودبهتر

ارزیابیموردي هیستولوژیک و  ایمنوهیستوشیمی هاروش
.گرفتندمیقرار

گیرينتیجه
این مطالعه نشان داد که با ایجاد سیستم کشت پلت در 

توان میچربی بافت ي بنیادي مزانشیمی مشتق از هاسلول
افزایش بیان باعث هاضمن ایجاد ارتباط مناسب بین سلول

هاو اگریکان شده و امکان بقاي سلولIIي کلاژن هادر ژن
در نتیجه، استفاده از سیستم کشت پلت به . را افزایش داد
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ي هامنظور ایجاد تکثیر و تمایز به غضروف در سلول
.گرددمیبنیادي مزانشیمی مشتق از چربی توصیه 

تشکر و قدردانی

راماکهن زارع و رجائیدکتر فرهنگ و آقایاجناب آقاياز
.گرددقدردانی مییاري نمودندتحقیقاینانجامدر
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Introduction of Pellet Culture System of Human Adipose- Derived

Mesenchymal Stem Cells as an In Vitro Model for Cartilage Engineering

Approaches

R. Tabatabaei Qomi1, M. Sheykhhasan2, N. Kalhor3, M. Ghiasi 4
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Background and Objective: Various diseases and injuries can lead to loss cartilage tissue. Cartilage tissue

engineering based on the use of stem cells which has provided a promising opportunity to repair damaged tissue.

Recently, adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs) have captured considerable scientific and clinic

interest because of their easy access, rapid expansion in vitro and ability to differentiate into diverse cell lines.

The aim of this study was to introduce the pellet culture system as an in vitro model for cartilage engineering

approaches.

Materials and Methods: This experimental study was performed in Stem Cell laboratory, The Academic Center

for Education, Culture and Research, Qom in 2013. In this study, ADSCs were isolated and expanded from

human adipose tissue. The cells were centrifuged and the chondrogenic differentiation was performed in pellet

culture system. Viability potential and chondrogenic genes expression were evaluated by MTT assay and Real-

time PCR analysis, respectively. In this study, data statistical analysis was carried out by independent T-test.

Results: In this study, our obtained results using MTT assay and Real-time PCR analysis demonstrated cell

survival ability and proliferation and also the expression of chondrogenic-specific genes at pellet in comparison

with control group.

Conclusion: It is suggested that this method can be used for induction of chondrogenic.
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