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-Transforming Growth Factorبررسي تأثير فاكتورهاي رشد  β3 و   

Bone Morphogenetic Protein-6 هاي بنيادي  بر روند تمايز كندروژنيك سلول  

  مشتق از چربي بر داربست آلژينات

  
   ،4عيد كرباسيدكتر س ،3دكتر ابراهيم اسفندياري ،2دكتر شهناز رضوي ،1بتول هاشمي بنيدكتر 

  8دكترحميد شفيع زاده، 7دكتر فاطمه نادعلي ،6، دكتر محمدحسين نصراصفهاني5فرزانه صادقي، 2دكتر محمد مرداني
  

  

  خلاصه

غضروف مفصلي توانايي بسيار محـدودي در تـرميم   به علاوه،  .دنجوامع شيوع فراواني دار ي در همه ،از جمله استئوآرتريتو هاي مفاصل  آسيب: مقدمه

هاي غضروفي منجر به تشكيل بافت فيبروز، آپوپتوز و تخريب بيشـتر غضـروف    مورد استفاده جهت ترميم آسيبهاي درمان مختلف  روش .ها دارد سيبآ

ي فاكتورهـا  حاضر بررسي تـأثير  تحقيقبر اين اساس، هدف از . رسد مي هاي بنيادي ضروري به نظر طراحي بافت غضروفي از سلول ،از اين رو. شوند مي

  .بود بر داربست آلژينات هاي بنيادي مشتق از چربي بر روند تمايز كندروژنيك سلول TGF-β3و  BMP-6رشد 

 محـيط كشـت  بـر داربسـت آلژينـات در     كنـدروژنز  يهاي بنيادي جهت القـا  تحت تأثير آنزيم كلاژناز تجزيه شد و سلول انساني بافت چربي زير جلدي :ها روش

هـاي هيسـتولوژيكي،    هـاي حاصـل از تمـايز بـا روش     نمونـه . به مدت سه هفته كشت داده شد BMP-6 و TGF-β3 رشد هايرفاكتو كندروژنيك تحت تأثير

  .هاي غضروف مورد بررسي قرار گرفت از نظر ويژگي RT-PCRايمينوهيستوشيمي و 

مطالعـات  . شـد  چربـي بـر داربسـت آلژينـات     هاي بنيادي مشتق از  موجب القاي كندروژنز در سلول BMP-6 و TGF-β3فاكتورهاي رشد  :ها يافته

وجود فنوتيپ كندروسـيتي را  نيز  RT-PCRبررسي با روش . را در ماتريكس خارج سلولي نشان داد IIايمينوهيستوشيمي وجود آگريكان و كلاژن نوع 

 BMP-6 و TGF-β3رهاي رشـد  فاكتو توأموجود همچنين . تأييد كرد BMP-6 و TGF-β3فاكتورهاي رشد تحت تأثير القاي كنروژنيك توسط 

 .ديدردر مقايسه با به كار گيري هر يك از اين فاكتورها به تنهايي گبيان آگريكان موجب افزايش 

عنـوان القـا   ه ب، هر يك به تنهايي در داربست آلژينات TGF-β3 و BMP-6 فاكتورهاي رشدتوان نتيجه گرفت كه  از اين تحقيق مي :گيري نتيجه

  .دهد و به كار گيري هر دو فاكتور با هم بيان آگريكان را افزايش مي كنند مل ميكننده غضروف سازي ع

  .BMP-6 ،TGF-β3، مهندسي بافت غضروف چربي، آلژينات، هاي بنيادي مشتق از سلول: واژگان كليدي
  

 
  مقدمه

غضــروف نــوعي بافــت همبنــد اختصاصــي اســت كــه 

اصلي آن ايجاد نرمي و راحتي لغـزش مفاصـل    ي وظيفه

دليل فقدان عروق خـوني و  ه ب. باشد روي يكديگر مي بر

در  محـدودي  تراكم سـلولي پـايين، غضـروف توانـايي    

  ).1- 2(ها دارد  ترميم آسيب
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ميليـون نفـر از مـردم     21، اخيـر  ياه ـ طبق گـزارش 

 ـ). 3(كننـد   زندگي مـي  استئوآرتريت آمريكا با بيماري ه ب

بيش  2020كند كه تا سال  بيني مي ها پيش بررسي ،علاوه

). 4(ميليون نفر به اين بيماري مبتلا خواهنـد بـود    60از 

ترين علت  در كشورهاي پيشرفته استئوآرتريت زانو، مهم

 ــ ــالمندان ب ــزمن در س ــاتواني م ــيه ن ــمار م ). 5(رود  ش

 ـ دسـت آمـده حـاكي از وجـود     ه اطلاعات بيوشيميايي ب

در اثر از هـم   شايدكلاژني ماتريكس،  ي نقص در شبكه

ايـن  . باشد مي ،هاي مجاور لات بين رشتهگسيختگي اتصا

دگرگوني از اولين تغييرات مشاهده شـده در مـاتريكس   

  ).6(رسد  نظر ميه برگشت ناپذير ب ،بوده

از جملــه پيونـد بافــت   ،هـاي درمــان مختلـف   روش

 ـ ممكـن   ،صـورت آلوگرافـت و اتوگرافـت   ه غضروف ب

است به تشكيل بافت فيبروز، آپوپتوز و تخريـب بافـت   

  ).6- 7( ندمنجر شو

هاي مفاصـل   جهت درمان آسيب ،هاي اخير طي سال

به كار گرفتـه شـده   هاي اتولوگ  پيوند كندروسيتروش 

ــن روش، قطعــه. اســت اي از بافــت غضــروفي از  در اي

كه وزن بالايي بـر   ،هايي در مفاصل دنده يا محل ي ناحيه

 آنزيمـي،  ي گردد و با تجزيه جدا مي ،شود ها وارد نمي آن

 ي در مرحلـه . يابنـد  تكثيـر مـي   ،ها جدا شده كندروسيت

آسـيب ديـده پيونـد داده     ي ها به ناحيـه  بعد، كندروسيت

جداســازي وكشــت  ،بــراي نخســتين مرتبــه. شــوند مــي

 گزارش شد 60 ي دهه كندروسيت از بافت غضروفي در

 اي در هــاي قابــل ملاحظــه پيشــرفت ،از آن زمــان و) 8(

بي ميـزان  هـاي ارزيـا   كشت كندروسيت، روش آوري فن

هــاي بيوســنتزي ايــن  هــا و ســنجش فعاليــت تكثيــر آن

  ).9- 10(ها به دست آمده است  سلول

هـاي   روش پيونـد كندروسـيت  كه لازم به ذكر است 

و دستيابي به تعداد سـلول  هايي دارد  اتولوگ محدوديت

بنـابراين بـه   ). 9، 11- 12(كافي به راحتي ممكن نيسـت  

بــه بافــت  جملــه آســيب رســيدن از ،دلايــل گونــاگون

محـدوديت   غضروفي سالم در هنگـام برداشـت نمونـه،   

هـاي   هـاي بـالغ، تعـداد انـدك سـلول      تكثير كندروسيت

برگشت پذيري، دسـتيابي بـه    ي پديده جداسازي شده و

منابع سلولي ديگر در جهت طراحي بافـت غضـروفي و   

لازم به ذكر . هاي اين بافت ضروري است درمان بيماري

هـا و   بافت جهـت درمـان آسـيب    وپيوند اندام كه  است 

همچنـين  . رسد نمي نظره ها راه حل ارزشمندي ب بيماري

ضرورت مصرف داروي سركوبگر ايمني به مقـدار زيـاد   

پيونـد از   ي صورت مادام العمر توسط افراد گيرنـده ه و ب

ــن روش   عوامــل محــدود ــه كــار گيــري اي ــده در ب كنن

وسايل استفاده از  ،علاوهه ب). 13- 14( شود محسوب مي

ايجـاد   مصنوعي نيز بـه دليـل خطـر    يمكانيكي يا اعضا

ــت، ــا  عفون ــان خــون و دوام پ ين، داراي يانســداد جري

 ـ ،بافـت  مهندسي ،از اين رو ؛محدوديت است عنـوان  ه ب

 بـا بافـت  آسيب ديده براي جايگزين كردن بافت شي ور

داربسـت مناسـب،     .مورد توجه قرار گرفتـه اسـت   سالم

 وعوامـل فيزيكوشـيميايي    ،هتـرميم كننـد   ي سلول زنـده 

عوامل مورد نياز جهت طراحـي بافـت    ،فاكتورهاي رشد

  ).  15- 16( شوند محسوب مي

اي دارند و  ها در طراحي بافت اهميت ويژه بيومتريال

 هـاي ايـن    داربسـت  اكثر مطالعات نشان داده اسـت كـه  

هـا   تركيبات براي پيشرفت روند ترميم و نوسازي بافـت 

 و شرايط آزمايشـگاهي ضـروري و   در بدن موجود زنده

هـا   زيسـتي و سـلول   بـا تركيـب مـواد   . باشـد  اساسي مي

سلول را فراهم  - تعامل سه بعدي سلول ي توان زمينه مي

مـواد مـورد    ،در حقيقت. و بافت مناسب تهيه كرد نمود

ها، توليـد و   نظر يك فضاي سه بعدي جهت تكثير سلول

  ت گيـري باف ـ  ترشح مـاتريكس خـارج سـلولي و شـكل    
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  ).15- 18(سازند  طبيعي را فراهم مي

قابـل جـذب   و  پـذير  داربست بايد زيسـت تخريـب   

از ايـن رو لازم   ؛شدن تدريجي پس از پيوند در بدن باشد

است سرعت جذب داربست با سرعت تشكيل ماتريكس 

ــد     ــته باش ــاهنگي داش ــلولي هم ــارج س . )2، 18- 20(خ

داربست و محصولات تخريب آن نبايد موجب واكـنش  

 لتهابي شوند و در حقيقت بايد زيسـت سـازگار باشـند   ا

اي طراحـي   ساختار داربست بايد به گونـه  .)2، 18- 20(

مـواد مغـذي و    ،كننـده  هاي تنظيم شود كه انتقال مولكول

داراي منافـذ مناسـب بـا     و ها را تسـهيل نمايـد   متابوليت

هـاي   لازم است ويژگـي  ).21(تخلخل كنترل شده باشد 

، تكثير، مهاجرت و رشد  چسبندگيسطح داربست براي 

سلولي مناسب باشد و شرايط مناسب جهـت تشـكيل و   

ها را فـراهم كنـد    جايگزين شدن ماتريكس توسط سلول

قابليت استريل كردن و تثبيـت شـدن در موضـع    و  )22(

  .)22( پيوند را داشته باشد

پپتيــدي يــا  كــه ســاختار پلــي ،مرهــاي طبيعــي پلــي

شتقات موجود زنده هستند كـه  از م ساكاريدي دارند، پلي

رونـد   مهندسي بافت به عنوان داربسـت بـه كـار مـي     در

بـه طـور   مر طبيعي اسـت كـه    آلژينات يك بيوپلي ).19(

هـا   اي و به ميـزان كمتـر از بـاكتري    از جلبك قهوه هعمد

درصـد وزن خشـك    40ايـن مـاده   . شـود  استخراج مـي 

در واقــع آلژينــات در . دهــد هــا را تشــكيل مــي جلبــك

صورت تركيب ه ها ب  تريكس خارج سلولي اين جلبكما

. هــاي كلسـيم، منيــزيم و سـديم وجــود دارد   بـا كـاتيون  

گانه از گلورونيك اسيد و مانورونيك  مر دو آلژينات پلي

هايي با الگـوي خـلاف    اسيد است كه به صورت زنجيره

  .)23( است  شده  هاي ساعت مرتب حركت عقربه

هـاي   وجود اسـموليت  ژل آلژينات، ي در هنگام تهيه

بر هموژن بودن و يكنـواختي   ،مانند سديم كلريد ،باردار

هاي جالب محلول آلژينات  از ويژگي. گذارد ژل تأثير مي

هـاي   هايي مانند يون مايع اين است كه در حضور كاتيون

آيــد و  بــاريم بــه حالــت ژل در مــي و كلســيم، منيــزيم

اور، هـاي آلژينـات مج ـ   رشته Gاتصالات بين واحدهاي 

). 24- 25(آورد  اي پديـد مـي   هاي يوني بـين زنجيـره   پل

ها نشان داده است كه ژل آلژينات شرايطي فراهم  بررسي

خـود را   ي ها، فنوتيپ تمايز يافته تسازد كه كندروسي مي

هاي مخصوص غضـروف را   ماكرو مولكول ،حفظ نموده

  ).26(نمايند  توليد مي

Stevens م ژل كــه سيســت نشــان دادنــد و همكــاران

هاي مشتق از پريوسـتيوم   آلژينات، روند كندروژنز سلول

كنـدروژنيك بـر    يالقا ،به علاوه). 27(كند  راحمايت مي

هـاي بنيـادي مشـتق از     سلول روي داربست آلژينات در

در  .نيز گزارش شـده اسـت   مغز استخوان و بافت چربي

  ،هاي بنيادي مزانشيمي به كندروسـيت  روند تمايز سلول

هـا و   نات موجب حفظ شـكل كـروي سـلول   وجود آلژي

  ).28- 29(شود  ها مي پيشرفت تمايز آن

تحقيقات نشان داده است كه از بين رفتن عوامل رشد 

بنـابراين رشـد،   . پروتئيني در تخريب غضروف مؤثر است

تقسيم سلولي، تشكيل ماتريكس خـارج سـلولي و رونـد    

  . گيرد كندروژنز تحت تأثير عوامل رشد مختلف قرار مي

فـاكتور رشـد تغييـر شـكل      ي هاي خـانواده  پروتئين

كندروژنز  ي كننده  به عنوان تنظيم) TGFـß( بتا ي دهنده

هـاي مفصـلي    توسط كندروسيت TGFـß. كنند عمل مي

مانـد و در   غضـروف بـاقي مـي    ي در زمينـه  ،توليد شده

  تكثيـر استئوبلاسـت   هـاي مفصـلي و   حفظ كندروسـيت 

  ). 30(نقش مؤثري دارد 

هـا نقـش    ات نشان داده است كه ايـن پـروتئين  مطالع

اسكلتي  - كننده در تكامل سيستم عضلاني اصلي و تعيين

هـاي غضـروفي    بر عهده دارند و در رشد و تكثير سلول
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بعـدي   در سيستم كشت سه ،به علاوه). 31(مؤثر هستند 

تواننـد در   مـي  BMP-9و  BMP-2در هيدروژل آلژينات 

  ).32(روند غضروف سازي مؤثر باشند 

افـزودن پـروتئين   كـه  همچنين مشـخص شـده اسـت    

BMP-6 هـاي   كننـده، در رونـد تمـايز سـلول     به محيط القا

مزانشيمي بنيادي مشتق از مغـز اسـتخوان بـه كندروسـيت،     

  ).33(دهد  هاي ماتريكس را افزايش مي توليد پروتئوگليكان

چگـونگي كنـدروژنز در دوران    ي مطالعات در زمينه

هـاي مزانشـيمي در    اسـت كـه سـلول   جنيني نشـان داده  

يابنـد   اي متراكم تجمع مي مراحل ابتدايي به صورت توده

و تعامل بين سلولي همـراه بـا ديگـر فاكتورهـاي مـؤثر      

ضـمن  ). 7(گردد  سرانجام به تشكيل غضروف منجر مي

هـا   جهت حفظ فنوتيپ كندروسيت تحقيقات در اين كه

اي، ضـرورت كشـت سـه بعـدي در      كشت تك لايه در

 ،ايـن رو  از). 11(كنـد   روند كندروژنز را مشـخص مـي  

 ايجاد بافت غضـروفي از  ي زمينه اي در مطالعات گسترده

شـرايط   هـاي گونـاگون در   روش هاي بنيـادي بـا   سلول

كمك گرفتن از سيستم كشت سه بعـدي   آزمايشگاهي با

  .انجام شده است

 علاوه بر شـرايط سـه بعـدي،   كه لازم به ذكر است 

مناسب نيـاز   حيط كشتكتورهاي رشد و مدستيابي به فا

و با وجـود مطالعـات وسـيع در     به بررسي گسترده دارد

ــه ــواع   ي زمين ــاي رشــد و ان ــدروژنژ، نقــش فاكتوره كن

  .ها به خوبي روشن نشده است داربست

 تـأثير القـا   ا مبنـي بـر  ه ـ تعدادي از گـزارش  با وجود

در رونـد   TGF-ß ي خـانواده  يكنندگي برخي از اعضـا 

گروهي از محققين اين عوامـل  ) 28، 33- 34(ز كندروژن

بــه دســت آوردن  غضــروف ســازي و يرا جهــت القــا

  ).35- 36( دانند كندروسيت بالغ كافي نمي

  بــا  BMP-6كــه  برخـي مطالعــات نشــان داده اسـت  

افزايش توليد گلوكوكورتيكوئيدها استخوان سازي درون 

بـرد و نقـش اساسـي در تشـكيل      پيش مـي  غضروفي را

گزارش ديگر نشان داد كه  همچنين ؛)37( دارد استخوان

BMP-6 طور كامـل  ه كندروژنز ب يبه تنهايي قادر به القا

  ).38(نيست 

حتي متناقضـي   مطالعات انجام شده، نتايج مختلف و

ــه سيســتم كشــت ســه بعــدي در  در ــدروژنژ  ي زمين كن

ــلول ــي  س ــان م ــادي نش ــاي بني ــد ه ــواع  ده ــرات ان و اث

ايـن   از. گزارش شده اسـت  فاكتورهاي رشد نيز متفاوت

هـاي بنيـادي    در اين تحقيق سلولتصميم گرفته شد  ،رو

مزانشيمي از بافت چربي زيرجلدي انساني جدا گـردد و  

روي داربسـت آلژينـات تحـت تـأثير      تكثير، بـر  پس از

جهت ايجاد بافت  BMP-6 و TGF-ß3فاكتورهاي رشد 

هـدف از  . دوكشـت داده ش ـ روز  21غضروف به مدت 

بـر رونـد   فاكتور رشـد  اين دو  ، بررسي تأثيريقتحقاين 

بـر   هاي بنيادي مشتق از چربـي  تمايز كندروژنيك سلول

   .بود داربست آلژينات

 
  ها روش

: هاي بنيادي از بافت چربـي  جداسازي و كشت سلول

انساني از اتاق عمل از پـنج نفـر   بافت چربي زير جلدي 

سـال پـس از كسـب رضـايت كتبـي از       25- 50با سـن  

س از توزين، بافت تحت شـرايط  پ. ران به دست آمدبيما

جهـت   .بريـده شـد  متـري   استريل به قطعات چند ميلـي 

به ميزان ) IA )Sigmaبافت، آنزيم كلاژناز نوع  ي تجزيه

گرم به ازاي هر گرم بافت چربي به كار گرفتـه   ميلي 5/1

پس از تجزيه شدن كامل بافت، هم حجـم محلـول   . شد

 FBS 10حاوي ) DMEM )Gibco محيط كشت ،آنزيم

 درصـد  Penicillin/streptomycin 1 و) Sigma(درصد 

)Gibco (      جهــت خنثــي كــردن فعاليــت آنــزيم بــه
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ــد  ــافه گرديـ ــلولي اضـ ــيون سـ ــه. سوسپانسـ  ،در ادامـ

ــه مــدت  ــا دور  10سوسپانســيون ب  rpm 1400دقيقــه ب

هــاي  ســانتريفوژ شــد و مــايع رويــي همــراه بــا ســلول 

 ،سـوب سـلولي حاصـل   بـه ر . آديپوسيت تخليه گرديـد 

افزوده شـد و  درصد  FBS 10و  DMEMمحيط كشت 

هــاي قرمــز موجــود در رســوب  جهــت تجزيــه گلبــول

داراي كلريـد آمـونيم    ي سلولي، محلول بـافر ليـز كننـده   

)Merck(ــيم  ، بـــي  EDTAو  )Merck(كربنـــات پتاسـ

)Merck (هـم حجـم    ،دقيقـه  10پس از . استفاده گرديد

درصد  FBS 10و  DMEM حيط كشتليز كننده، م بافر

 rpmدقيقـه سـانتريفوژ بـا دور     10به مدت  ،اضافه شده

ــه در .انجــام شــد 1400 ــاني ي مرحل ــا در  ســلول ،پاي ه

 DMEMمربـع در محـيط كشـت     متر سانتي 25فلاسك 

)Gibco ( حــــــاويFBS 10  درصــــــد)Sigma (و 

Penicillin/streptomycin 1 ــد در ) Gibco( درصـــــ

و درصــد  CO2 5گــراد،  ســانتي ي درجــه 37كوبــاتور ان

 حـيط كشـت  با تعويض م. رطوبت نسبي كشت داده شد

  . هاي اضافي تخليه گرديد ساعت سلول 24بعد از 

 :تمايز كنـدروژنيك بـر روي داربسـت آلژينـات    

تمـايز   يجهت كشت بر روي داربست آلژينـات و القـا  

هاي بنيادي در پاساژ چهـارم پـس از    سلول ،كندروژنيك

شستشـو   PBSبـا   ،شـده  ك جداتريپسينه شدن از فلاس

سـانتريفوژ   rpm 1400دقيقـه بـا دور    10شد و به مدت 

سلول بـر   2×105حدود  ،پس از شمارش سلولي. گرديد

ليتـر   ميلـي  4/0 حدود ،سانتريفوژ شده بار ديگرليتر  ميلي

پـس از   .محلول آلژينات به رسوب سلولي افـزوده شـد  

 آلژينـات بـا سـرنگ انسـولين و     - مخلوط كردن سـلول 

سـلول بـه صـورت     - محلول آلژينات ،Gage 22سوزن 

مـولار   ميلـي  105كلسـيم   قطره قطره به محلـول كلريـد  

 –دقيقـه قطـرات آلژينـات    15طي مـدت  . اضافه گرديد

كلسيم بـه حالـت ژل در آمـد و     سلول در محلول كلريد

. ژل مانند داراي سـلول شـكل گرفـت    )Beads(قطرات 

هاي آلژينــات كلســيم، بــه بيــد كلريــد ي پــس از تخليــه

دقيقـه   10درصـد بـه مـدت     9/0محلول كلريـد سـديم   

 9/0سپس شستشوي مجدد با كلريـد سـديم   . اضافه شد

انجـام   DMEM-high glucoseدرصد و محـيط كشـت   

 ،در پايان به قطرات آلژينات حاوي سلول مديوم. گرفت

 درصد Penicillin/streptomycin 1 كندروژنيك حاوي

)Gibco( ،Transferrin–selenious-insulin 1  ــد درصـ

)Sigma( ،Dexamethason 7 -10  ــول ، )Sigma(مـــــ

Bovine serum albumin 1  درصـــــد)Sigma( ،

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

Linoleic acid µg/ml 5 )Sigma( ،Transforming 

growth factor-β3 ng/ml 10 )Sigma ( وBone 

Morphogenetic Protein-6 ng/ml 500 )Sigma (

 ـ. اضافه گرديـد  حـدود   قطـره طـور متوسـط در هـر    ه ب

 هـاي كشـت   در ديش قطرات. سلول قرار داشت 10000

ــانتي 3 ــاي   س ــا دم ــاتور ب ــر درون انكوب ــه 37مت  ي درج

روز  2- 3هــر . نگهــداري شــد% CO2 5گــراد و  ســانتي

 يروز القـا  21پـس از  . شـد  تعـويض مـي   حيط كشتم

 .گرديداگون بررسي هاي گون بيدها با روش ،كندروژنيك

حـيط  مهاي گـروه شـاهد    لازم به ذكر است كه به سلول

فاقد فاكتور رشد، به گـروه آزمايشـي اول فـاكتور     كشت

و گـروه   BMP-6، گـروه آزمايشـي دوم   TGF-β3رشد 

  . سوم هر دو فاكتور رشد اضافه گرديد

ــابي ســاختارهاي حاصــل پــس از القــا      يارزي

   :كندروژنيك

بررسي ساختارهاي حاصل جهت  :بافت شناسي روش

هيسـتولوژيكي بـا روش    ي كنـدروژنيك مطالعـه   ياز القا

هـا در   نمونـه . ائوزين انجـام شـد   - معمولي هماتوكسيلين
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 .سـاعت فـيكس گرديـد    24درصد به مدت  10فرمالدئيد 

هاي  سپس مراحل آماده سازي بافت با آب گيري در الكل

صعودي، شفاف كردن در گزيلـل و سـپس آغشـتگي در    

دنبال قالب گيـري هـر نمونـه در    ه ب. افين انجام گرفتپار

ميكرومتـر بـا اسـتفاده     5پارافين مذاب، مقاطع با ضخامت 

 ســـپس رنـــگ آميـــزي در. از ميكروتـــوم تهيـــه شـــد

لين و ائوزين انجام شد و بررسي مقـاطع رنـگ   يهماتوكس

  .شده با ميكروسكوپ نوري نيكون انجام گرفت

 ،مقـاطع  ي پـس از تهيـه   :ايمينوهيستوشيمي روش

شفاف كردن و آب دهي، تثبيت بافت در اسـتن انجـام   

جهت خنثي شـدن فعاليـت پراكسـيداز هيـدروژن     . شد

 درصـد  3 ها در پراكسـيد هيـدروژن   درون بافت، نمونه

)Merck(  دقيقـه قـرار    30درصد به مدت  70در اتانل

پس از شستشو با بافر فسفات جهـت هويـدا   . داده شد

از آنزيم پپسـين   )Epitope retrievale(ها  ژن شدن آنتي

)Sigma(  ليتـر اسـيد    ميلـي  1گـرم در   ميلـي  1به ميزان

 37دقيقــه در دمــاي  40مــولار بــه مــدت  5/0اسـتيك  

 ،بعـد  ي در مرحلـه . گراد استفاده گرديـد  سانتي ي درجه

 IIهـاي كـلاژن نـوع     لكـول وهاي اوليه عليه م بادي آنتي

)Serotec ( و آگريكان)Abcame(   مقـاطع   انسـاني بـه

 ي درجـه  4سـاعت در دمـاي    24به مدت  و اضافه شد

بادي  بعد آنتي ي در مرحله. دگرديگراد نگهداري  سانتي

 Horse Radish Proxidase دار با آنـزيم  نشان ي ثانويه

)DAKO cytomation (ها افزوده گرديد و بـه   به نمونه

پـس از  . دقيقه در دماي محيط نگهداري شـد  60مدت 

آمينــو بنزيــدين  ، كرومــوژن ديPBS شستشــو بــا بــافر

)DAKO cytomation( جهـت  . ها افزوده شد به نمونه

اسـتفاده   )Merck(رنگ آميـزي زمينـه از هماتوكسـين    

مطالعـه بـا    ،ها بـا بـافر   پس از شستشوي نمونه. گرديد

 .ميكروسكوپ نيكون انجام گرفت

ــوس   ــرداري معك ــخه ب ــك نس ــنش  -تكني واك

 RT–PCRز روش ا :RT–PCRمـراز   اي پلـي  زنجيره

هـاي   لكـول وهـاي مربـوط بـه م    براي ارزيابي بيـان ژن 

  . شدغضروف استفاده  ي ماتريكس ويژه

 هاي تمايز يافتـه از  از سلول RNAجهت استخراج 

ــازي ــت جداسـ  RNA isolation RNX plus كيـ

)CinnaGen (ساخت . استفاده شدcDNA    بـا اسـتفاده

 RevertAid TM Firstاز پرايمرهــاي اليگــو و كيــت 

strand cDNA synthesis kit )Fermentage (  انجـام

اسـتخراج   RNAميكروليتـر   10بدين ترتيـب كـه    ؛شد

 Oligo )dT(، Ribonucleaseميكروليتـــر  1 ،شـــده

inhibitor، dNTP  ــزيم  Reverse Transcriptaseو آن

)RT( بـراي تكثيـر   . به كار رفتcDNA   هـاي سـاخته

 ـايـن  شده مراحل افـزودن تركيبـات بـه     ب انجـام  ترتي

 µl 5/2 ،10mM dNTPبه ميـزان   10x buffer؛ گرفت

 µl 1 ،R Primerبه ميـزان   µl 5/0 ،F Primerبه مقدار 

، µl 2به ميزان  تهيه شده DNA ي نمونه ،µl 1به مقدار 

µl 5/0 ،Taq polymerase enzyme   به مقـدارµl 5/0 

سپس تكثير تحـت شـرايط يـك    . µl 25تا  dd H2Oو 

ــه  ي درجــه 95دقيقــه در  5مــدت  ســيكل مقــدماتي ب

سـيكل هـر سـيكل     30گراد براي دناتوره كـردن   سانتي

ثانيه  30، گراد سانتي ي درجه 95ثانيه با دماي  30 شامل

 72ثانيـه بـا دمـاي     45، گراد سانتي ي درجه 56با دماي 

 5در پايان يك سيكل بـه مـدت    گراد و سانتي ي درجه

 يتـوال  .نجام شدگراد ا سانتي ي درجه 72دقيقه با دماي 

  .آمده است 1در جدول  به كار رفته يمرهايپرا

  ميلـي  90درصد با شدت جريـان   1در ژل  الكتروفورز

باندهاي حاصل با  .ميلي ولت به انجام رسيد 45آمپر و ولتاژ 

ــرم ــزار ن ــاري   Image J اف ــون آم ــق آزم بررســي و از طري

Analysis variance of one way مورد ارزيابي قرار گرفت.   
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  در اين مطالعه توالي پرايمرهاي به كار رفته .1 جدول

  نام ژن  توالي پرايمرها  محصول ي اندازه

bp 350  F- AGGAGGGCTGGAACAAGTACC 
R- GGAGGTGGTAATTCCAGGGAACA  

Aggrecan  

bp 370  F- CAGGTCAAGATGGTC 
R- TTCAGCACCTGTCTCACCA  

Collagen II  

bp 680  F- GGGCTGCTTTTAACTCTGGT 
R- GCAGGTTTTTCTAGACGG  

GAPDH  

  

  

  ها يافته

شده از بافت  هاي بنيادي جدا مورفولوژي سلول

هاي زنده و رنگ آميزي نشده  بررسي سلول در :چربي

ها به  كنتراست، سلول با استفاده از ميكروسكپ فاز

هاي كوچك داراي سيتوپلاسم اندك،  صورت سلول

 همچنين. بيضي شكل مشخص شدند مركزي و ي هسته

كشت اوليه داراي تعداد كمي  ي ها در مرحله سلول

پس از رسيدن به پاساژ . زوائد سيتوپلاسمي كوتاه بودند

هاي  يكنواختي در كشت سلول و يسيتيسوم، هموژن

   .)1شكل ( كامل مشخص گرديدبه طور جدا شده 

 

  
هاي بنيادي زنده  تصوير تهيه شده با ميكروسكپ اينورت از سلول. 1شكل 

پاساژ چهارم كه  اي مربوط به از بافت چربي در كشت تك لايه جدا شده

 ×40. صورت يكنواخت  قابل مشاهده هستنده هاي دوكي ب سلول

 
تمايز كندروژنيك بر روي  بررسي نتايج حاصل از

آلژينات داراي سلول پس از  قطرات :داربست آلژينات

 رشد هايكندروژنيك تحت تأثير فاكتور يروز القا21

TGF-β3 و BMP-6  به صورت قطرات كروي شكل

  .مشخص گرديد

طي بررسي هيستولوژيك مقاطع  :بافت شناسي

بازوفيل  ي هاي كروي با هسته رنگ آميزي شده، سلول

و سيتوپلاسم نامشخص درون داربست آلژينات 

به ميزان كم در  ماتريكس بازوفيل و. شناسايي شد

 جا آن از). 2شكل ( خورد ها به چشم مي اطراف سلول

كه وجود داربست آلژينات از به هم پيوستن ماتريكس 

هاي در حال تمايز و پديد  ساخته شده توسط سلول

كند، طي بررسي  آمدن يك بافت هموژن جلوگيري مي

ساختار شبه غضروف داراي لاكونا  ،مقاطع هيستولوژيك

  .مشاهده نشد
  

  
هاي  فتوميكروگراف مقطع تهيه شده از قطره آلژينات كه سلول .2شكل 

رنگ .بنيادي در حال تمايز با مورفولوژي كروي در آن مشخص است

 ×400ائوزين  –آميزي با هماتوكسيلين 
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جهت ارزيابي  اه نمونه :بررسي ايمينوهيستوشيمي

غضروف با روش  ي وجود ماتريكس ويژه

وجود تركيبات . ايمينوهيستوشيمي بررسي شد

به صورت تشكيل رسوب  IIآگريكان و كلاژن نوع 

بنزيدين  آمينو  ديحاصل از واكنش اي رنگ  هوهق

كه  دليل اينه البته لازم به ذكر است ب. گرديدمشخص 

به هم  داربست از پديدآمدن ماتريكس هموژن و

پراكندگي ماتريكس در  ؛كند پيوسته جلوگيري مي

 ).4و  3شكل (كامل مشهود بود به طور ها  نمونه

گ در گروه ها نشان داد كه شدت رن ي نمونه مشاهده

  .آزمايشي سوم نسبت به دو گروه ديگر بيشتر است

  

  

     
                BMP-6                                    TGF- ß 3                           TGF- ß 3 +BMP-6 

  

II نيك جهت بررسي وجود كلاژن نوعسلول پس از القا تمايز كندروژ- فتوميكروگراف مقاطع تهيه شده از داربست آلژينات  .3شكل  با تكنيك  

دهنده وجود كلاژن  اي رنگ نشان رسوب قهوه .وهر دو فاكتور توام TGF- ß 3و  BMP-6هاي آزمايشي داراي فاكتورهاي رشد در گروه ايمينوهيستوشيمي

  200×. است IIنوع

  

   
                BMP-6                                    TGF- ß 3                           TGF- ß 3 +BMP-6 

  

سلول پس از القا تمايز كندروژنيك جهت بررسي وجود پروتئوگليكان آگريكان با  - فتوميكروگراف مقاطع تهيه شده از داربست آلژينات  .4شكل

رسوب قهوه اي رنگ نشاندهنده . و فاكتور توام وهر د TGF- ß 3و  BMP-6در گروه هاي آزمايشي داراي فاكتورهاي رشد تكنيك ايمينوهيستوشيمي

  200×. وجود پروتئوگليكان آگريكان است
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ييد نتايج أبراي ت RT-PCR:بررسي نتايج 

ايمينوهيستوشيمي، بيان  هاي هيستولوژيك و بررسي

  هاي اختصاصي غضروف از طريق لكولوهاي م ژن

RT-PCR  ارزيابي گرديد و مشخص شد كه تحت تأثير

هاي  سلول ،بر داربست آلژينات BMP-6د فاكتور رش

 ي تركيبات ويژه ،تمايز بنيادي مشتق از چربي طي روند

 دنكن را بيان مي IIغضروف مانند آگريكان و كلاژن نوع 

هاي آگريكان و  بيان ژنكه لازم به ذكر است ). 5شكل (

 يهاي بنيادي پيش از القا در سلول IIكلاژن نوع 

در داربست آلژينات بدون هايي كه  كندروژنز و سلول

  از طريق افزودن فاكتور رشد كشت داده شدند نيز

RT-PCR گليسر آلدئيد  تنها بيان ژن ررسي شد وب

كه به عنوان ژن  ،)GAPDH(فسفات دهيدروژناز 

House-keeping  ،ها  آن درمورد بررسي قرار گرفت

آماري شدت  ي با مقايسه). 5شكل ( مشخص گرديد

داري در  اختلاف معني ،ي آزمايشيها باندها در گروه

) P=  99/0(مشخص نشد  IIميزان بيان ژن كلاژن نوع 

هاي  ولي ميزان بيان پروتئوگليكان آگريكان در گروه

ه ب ؛)P > 001/0( داري نشان داد آزمايشي تفاوت معني

بيشترين و  ،كه در گروه داراي هر دو فاكتور رشد طوري

 ن مشخص گرديدكمترين بيا ،BMP-6در گروه داراي 

  .)1 نمودار(
  

  
هاي كشت يافته بر داربست  مربوط به نمونه RT-PCRنتايج   .5شكل 

در گروه ) و آگريكان  IIكلاژن نوع (هاي ويژه غضروف  ژن. آلژينات

ها  كنترل بيان نگرديد ولي در هر سه گروه آزمايشي بيان اين ژن

ها بروز  سلولدر همه ژن گليسرآلدئيد فسفات دهيدروژناز . مشخص شد

 .كار برده شده ب  house-keeping geneعنوان ژن ه بكه كند  مي
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هاي  صورت نيمه كمي در گروهه ب  RT-PCRمقايسه نتايج. 1نمودار

بيان ژن آگريكان در گروه . آزمايشي تمايز يافته بر داربست آلژينات

هاي ديگر اختلاف  در مقايسه با گروه BMP-6+TGF-β3داراي 

 .) > 001/0P( دهد نشان مي داري معني

  

  بحث

عروق خوني و اعصـاب  فاقد جا كه بافت غضروفي  از آن

هاي اين بافت قابل ترميم نيست، از طريـق   و آسيب است

. توان به بافت غضـروفي دسـت يافـت    مهندسي بافت مي

جهــت طراحــي بافــت  كــه تحقيقــات نشــان داده اســت

سلولي بالا و تعامل بين سلولي  ي غضروف وجود دانسيته

و  Pelletاز طريق سيستم كشت  و ضروري استمناسب 

توان تعامل بـين   هاي سه بعدي مي كشت بر روي داربست

- 40(كنـدروژنز فـراهم كـرد     يسلولي مناسب جهت القا

فاكتورهاي رشـد و عـدم وجـود    به علاوه،  ).28، 34، 39

غضــروف ســازي محســوب  يســرم از ضــروريات القــا

 ).28، 31، 39(د نشو مي

جهـت تمـايز كنـدروژنيك در    كـه  لازم به ذكر اسـت  

هاي متنـوعي اسـتفاده شـده     تحقيقات گسترده از داربست

مرهـاي   پلـي . معـايبي دارنـد   است كه هر يك محاسـن و 

هـاي مكـانيكي مناسـبي جهـت      گرچه ويژگـي  ،مصنوعي

طراحي بافت دارند، لـيكن از زيسـت سـازگاري مناسـب     

بـه   .كننـد  د و چسبندگي سلولي ايجاد نميبرخوردار نيستن

 ـ  آن ي آزمايشـگاهي تهيـه   ي در شرايط ساده علاوه،   ه هـا ب
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  ). 41- 42(راحتي امكان پذير نيست 

معايبي وجـود   هاي طبيعي نيز در مورد انواع داربست

هاي مكانيكي مناسـب   ويژگي ، فقدانپايداري كم كهدارد

  ).43- 45(از آن جمله است  تخريببالاي سرعت و 

ساكاريد طبيعي آلژينات در شـرايط آزمايشـگاه    پلي

راحتي به حالـت  ه هاي آلي ب بدون نياز به وجود حلال

آن به عنـوان داربسـت نيـاز بـه      ي آيد و تهيه مي ژل در

هاي سمي ندارد و بـه   ، حرارت يا فعال كنندهpHتغيير 

ــوده  ــل ب ــت ژل، داراي تخلخ ــلاوه در حال ــار  ،ع انتش

جا  از آن). 27 ،45(نمايد  تسهيل ميها را  لكولوماكروم

كه آلژينات به علت هيدروفيل بـودن و داشـتن مقـادير    

خـارج   ي زمينـه  ي تواند به عنـوان مـاده   فراوان آب مي

ها فراهم كند،  سلولي بستري مناسب جهت رشد سلول

در تحقيق حاضر آلژينات به عنـوان داربسـت انتخـاب    

 .گرديد

 ي ك، اعضاي خانوادههاي كندروژني در بين القا كننده

از ) TGF-β(بتـا   ي فاكتورهاي رشد تغيير شـكل دهنـده  

 يمبنــاي بررســي اعضــا. اهميــت خاصــي برخوردارنــد

در روند كندروژنز بـر ايـن واقعيـت     TGF-β ي خانواده

استوار است كه اين فاكتورهاي رشـد در تنظـيم رشـد و    

بــه ويــژه در رونــد تكامــل غضــروف و  ،تمــايز رويــان

و  Yoo ي مطالعـه  ).46- 47(ير مهمي دارند تأث ،استخوان

 TGF-β1 نشان داد كه به كار بردن فاكتور رشد همكاران

ــوع    ــلاژن ن ــان ك ــب بي ــا  IIموج ــارم الق  يدر روز چه

كه در روز يـازدهم بيـان    در حالي ؛شود كندروژنيك مي

سـبب   ،كه عامل هيپرتروفه شدن است ،را Xكلاژن نوع 

  ).48(گردد  مي

 TGF-β1نشـان داد كـه   ان نيـز  و همكار Baiتحقيق 

كنـدروژنز كـافي نيسـت     يدر روزهاي پايين جهت القا

ــود  ) 36( ــات مشــابه ب ــا برخــي تحقيق ــه ب ). 48- 49(ك

ــات  ــاران  Barryمطالع ــه   و همك ــت ك ــان داده اس نش

TGFβ2  وβ3  بيش ازTGF-β1   موجب تجمع گليكـوز

در ). 49(شـوند   ها در رونـد كنـدروژنز مـي    آمينوگليكان

مشخص شد كـه بـا حـذف فـاكتور رشـد       بررسي ديگر

TGF-β3  و كاهش ميزان دگزامتازون در روند كندروژنز

  ).50(دهد  حالت هيپرتروفي بافت رخ مي

هـاي   كـه ايزوفـرم   سـت برخي مطالعـات نشـان داده ا  

TGF-β اي مزانشيمي بنيـادي   به تنهايي جهت تمايز سلوله

 نـه  ،BMP-6 ماننـد  ،كافي نيست و افزودن ديگر فاكتورها

هـاي توليـد    ها بلكه ميزان پروتئوگليكـان  Pelletتنها وزن 

  ). 33(دهد  شده را نيز افزايش مي

گزارش شـده  و همكاران  Indrawattanaدر بررسي 

به تنهايي قادر به القا كندروژنز نيست  BMP-6است كه 

را بـراي   BMP-6تحقيقات ديگر وجود  ،به علاوه ؛)38(

داننـد و نقـش    مـي استخوان سازي داخل غضروفي لازم 

اساســي ايــن فــاكتور را در تشــكيل اســتخوان گــزارش 

  ). 39(اند   كرده

ها نشان داده است كـه طـي تكامـل     همچنين بررسي

ــه  ــان در مرحلـ ــدن   ي رويـ ــه شـ ــيش از هيپرتروفـ پـ

 BMP-6 ،به علاوه. شود بيان مي BMP-6 ،ها كندروسيت

را در كشت تك  Xمربوط به كلاژن نوع  mRNAميزان 

  ).51(دهد  هاي نابالغ افزايش مي در كندروسيتاي  لايه

ــق  ــاران Sekiyaدر تحقيـ ــلول، و همكـ ــاي  سـ هـ

 ،استرومايي مغز استخوان انساني در كشـت ميكرومـاس  

و دگزامتـازون   TGF-β3بدون وجود سرم و در حضور 

به سمت تمايز كندروژنيك پيش برده شد و بـا افـزودن   

BMP-6،   افـزايش  وزن توده پس از تمايز چندين برابـر

پـس از   IIو  Xبيان كـلاژن نـوع    ،بررسياين در . يافت

 BMP-6كه  ندنشان داد ها آن. يك هفته مشخص گرديد

را در كندروژنز با توليد گليكـوز   TGF-β3 تواند تأثير مي
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گرچه برخـي محققـين   ). 33(ها بيشتر نمايد  آمينوگليكان

را جهت پيشرفت كنـدروژنز ضـروري    TGF-β3وجود 

ــي ــد م ــيكن )28( دانن ــاران Indrawattana، ل در  و همك

 TGF-β3د كـه  نكن بررسي خود به اين موضوع اشاره مي

هاي بنيادي مزانشيمي مشـتق از   تمايز كندروژنيك سلول

كند ولي تأثير آن انـدك اسـت و    مغز استخوان را القا مي

  . )38(د شو كامل بالغ تشكيل نميبه طور كندروسيت 

 كـه فاكتورهـاي رشـد   نشـان داد   مـا  ي نتايج مطالعه

BMP-6 و TGF-β3     يهر يك به تنهـايي قـادر بـه القـا 

هاي بنيادي مشتق از چربي به غضروف هسـتند و   سلول

زمان دو فاكتور موجـب افـزايش توليـد     به كار گيري هم

گونـه كـه در    همـان . شـود  پروتئوگليكان آگريكـان مـي  

بـا   ،مشـخص شـده اسـت   و همكـاران   Sekiya گزارش

كنـدروژنيك توليـد    محـيط كشـت   بـه  BMP-6 افزودن

  .)33( يابد ها افزايش مي پروتئوگليكان

بـر داربسـت    ADSCsهاي  تمايز كندروژنيك سلول

ــأثير  ــت ت ــات تح ــ BMP-6و  TGF-β3 آلژين ــور ه ب ط

تنها مورد بـه دسـت آمـده     .گسترده گزارش نشده است

  . )28( باشد همكاران مي و Estes ي مربوط به مطالعه

 ي اي تحقيـق حاضـر و مطالعـه   ه ـ با توجه به تفاوت

Estes ســلولي، وجــود  ي و همكــاران از نظــر دانســيته

نتـايج   EGFو  FGFدگزامتازون و عدم بـه كـار گيـري    

در ايـن بررسـي مشـخص     .انتظار نيست دور ازمتفاوت 

هر يـك   TGF-β3 و BMP-6گرديد كه دو فاكتور رشد 

 ي به تنهايي بر داربست آلژينات به عنوان عامل القا كننده

 ميـزان  هـا در  تـأثير آن همچنين،  ؛كنند كندروژنز عمل مي

داري نشان نـداد لـيكن    تفاوت معني IIتوليد كلاژن نوع 

بر ميزان توليـد پروتئوگليكـان آگريكـان تـأثير متفـاوتي      

 تأثير فاكتور رشدو همكاران  Estesكه  در حالي داشتند؛

BMP-6 را بيش از TGF-β3  در ). 28(نـد  گـزارش كرد

زمـان دو   حاضر مشخص شد كه به كار گيري همتحقيق 

داري افـزايش   فاكتور توليد آگريكان را با اختلاف معنـي 

حـداقل تـأثير را در رونـد     BMP-6داده و فاكتور رشـد  

 .توليد پروتئوگليكان آگريكان داشته است

توان نتيجه گرفت كـه   از تحقيق حاضر مي در نهايت

رجلـدي  هـاي بنيـادي مشـتق از بافـت چربـي زي      سلول

 انساني در داربست آلژينات تحت تأثير فاكتورهاي رشـد 

BMP-6 و TGF-β3   قابليت تمايز به بافت غضـروفي را

 هـا  از آنتوان جهت طراحي بافت غضـروفي   مي دارند و

  .استفاده نمود

  

  تشكر و قدرداني

ــود را از    ــكر خـ ــدير و تشـ ــب تقـ ــندگان مراتـ نويسـ

 ـ    ي هـاي صـميمانه   مساعدت د جنـاب آقـاي دكتـر حمي

زركش، سركار خانم زهرا شفيعي، سركار خانم كربلايي 

  .دارند و سركار خانم تنهايي ابراز مي
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Abstract 

Background: Cartilage damages and diseases such as osteoarthritis are rather worldwide problems of 
many people. In addition, articular cartilage has a limited ability to repair. Current treatment methods for 
cartilage tissue injuries lead to formation of fibrous tissue, apoptosis, and further cartilage degeneration. 
Therefore, engineering of cartilage tissue with adult stem cells is considered necessary. This study aimed to 
investigate the effect of TGF-β3 and BMP-6 growth factors on chondrogenic differentiation of adipose-
derived stem cells in alginate scaffold. 

Methods: Stem cells were isolated from human subcutaneous adipose tissue with collagenase enzyme 
digestion. The isolated cells were treated with chondrogenic medium supplemented with TGF-β3 and 
BMP-6 on alginate scaffold then harvested after 3 weeks. Histological, immunohistochemical and RT-
PCR methods were performed for assessment of cartilage–specific markers. 

Findings: Our results revealed that chondrogenesis of ADSCs on alginate scaffold induced by TGF-
β3 and BMP-6 growth factors. Immunohistochemical method was shown deposition of typical carti-
lage extracellular matrix components such as type II collagen and aggrecan in constructs. RT-PCR 
analysis of cartilage-specific genes, also confirmed the induction of the chondrocytic phenotype upon 
stimulation with TGF-β3 and BMP-6. Also, TGF-β3 and BMP-6 together increased the expression of 
aggrecan gene in compare with one growth factor alone. 

Conclusion: It can be concluded that TGF-β3 and BMP-6 promote chondrogenesis of ADSCs in 3-D 
culture and the use of both growth factors together increase the expression of aggrecan gene in com-
pare with one growth factor alone.  

Key words: Adipose-derived stem cells, Alginate, Tissue engineering of cartilage, BMP-6, TGF-β3. 
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