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   مقاله تحقيقي

 107-116 ، صفحات89، تابستان 31مجله علوم تشريح ايران، سال هشتم، شماره 

و سه بعدي تك لايه  در كشت ي غضروفيها بررسي ميزان بيان ژن
 Real time PCRهاي مفصلي موش صحرايي با روش  كندروسيت

  * .M.Sc فهيمه فلاحي،  *.M.Sc ليلا تقي يار ، *.Ph.D نژاد محمدرضا باغبان اسلامي 

  هاد دانشگاهي، پژوهشكده رويان، تهران، ايرانهاي بنيادي و زيست شناسي تكويني، مركز تحقيقات علوم سلولي ج  گروه سلول*
  89 شهريور ماه :، تاريخ پذيرش89تيرماه : تاريخ وصول

  چكيده
و تـك لايـه     ) داخل آلژنيـت  (هاي اختصاصي و غير اختصاصي بافت غضروفي در كشت سه بعدي             مقايسه ميزان بيان برخي ژن    : هدف

 هاي مفصلي كندروسيت

 درصـد  I 2/0كلاژناز تيپ  آنزيمي متشكل ازمحلول جدا شد و درنرزانوي ده سر موش صحرايي  غضروف مفصلي از :ها مواد و روش
. و با انجام چندين پاساژ تكثير شـد متري كشت   سانتي25هاي  فلاسكدر هاي رها شده،  كندروسيت.  درصد قرار داده شد1/0پروناز و

هاي ريـز، بـه      ط شد و سوسپانسيون سلولي حاصل به صورت دانه        مخلو% 5/1ليتر ژل آلژينت     ، با يك ميلي   5سلول پاساژ    5×106سپس
 Real time PCR  و آگريكـان بـا روش  II ،I، كـلاژن  Sox 9هـاي   هاي مختلف كشت، ميـزان بيـان ژن   زمان در.  ماه كشت شد2مدت 
در دو حالت كـشت بـا   ها  همچنين مورفولوژي سلول. ها در سطح ظروف پلاستيكي مقايسه شد    گيري شد و با كشت كندروسيت      اندازه

 .ميكروسكوپ نوري معمولي يا معكوس مشاهده شد
كـه در كـشت سـه بعـدي مورفولـوژي گـرد و             ، در حالي  شدندمشاهده   فولوژي دوكي شكل  با مور كشت تك لايه    ها در     سلول :ها يافته

 و IIهاي كلاژن   و همچنين ژنsox9بيان ژن رونويسي    ) تك لايه (هاي مولكولي نشان داد كه در كشت دو بعدي           بررسي .كروي داشتند 
 به مقدار زيادي بيان شد كه بـا افـزايش در   sox9در حالي كه در كشت آلژينت، ژن . افزايش يافته است Iاگريكان كاهش و بيان كلاژن    

، از لحاظ تفاوت بيان ژني در دو حالت كشت.  كاهش چشمگيري داشتIاز طرفي بيان كلاژن .  و اگريكان همراه بودIIبيان ژن كلاژن 
 ).P<0.05(آماري معني دار بود 

طور چشمگيري كاهش   هاي كشت يافته، به    هاي اختصاصي غضروفي در كندروسيت     بيان ژن   تحت شرايط كشت دو بعدي،     :گيري نتيجه
  .يابد داري افزايش مي طور معني ها به ها در داخل آلژنيت سطح بيان ژن با كشت مجدد سلول. يابد مي

 

  II و I كلاژن  ،، اگريكانSOX9 آلژنيت، ژن رونويسي دروسيت، كن:ها كليدواژه
  

  مقدمه
يكي از اختلالات شايع در افراد سالمند، تحليل رفتگي بافـت           

دنبال افزايش سن يا تروما است كه نتيجه آن بيمـاري            غضروفي به 
 بـه دليـل محـدوديت پتانـسيل تـرميم در            .]1[است  استئوآرتريت  

است و به همـين دليـل        العلاجاي صعب    غضروف، چنين عارضه  
. محققين همواره درصددند تا روش درماني مناسبي براي آن بيابند         

هاي مهندسي بافـت اميـدهاي زيـادي را بـراي بازسـازي             فناوري
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  ].2-3[است وجود آورده  ضايعات وسيع غضروف به
هاي اميد بخـش بـه       روشاستراتژي سلول درماني يكي از      

 انجام سلول براي .منظور ترميم ضايعات بافت غضروفي است
  كه از آن جملهشود استفاده مي متفاوتي  درماني از منابع سلولي   

ولـي  . اشاره كـرد هاي غضروف مفصلي    ندروسيتكتوان به    مي
تـوان بـه     هايي دارد كه مي    ها محدوديت  استفاده از كندروسيت  

شـان در    و تمـايز زدايـي        هاي بـافتي    در نمونه  ها  تعداد آن  كمي
. ]4 [اشـاره كـرد   ) كشت در ظـروف كـشت     (كشت دو بعدي    

در كمتــر از يــك هفتــه  هــا در كــشت تــك لايــه كندروســيت
 خـصوصيات   و] 5[دهنـد    مـي را از دسـت     مورفولوژي خـود    

 همچنـين در كـشت دو بعـدي         .يابد ها تغيير مي   بيوشيميايي آن 
ترشـح مـاتريكس اختـصاصي بافـت        يعنـي    هـا  عملكرد سلول 

  .]6[شود غضروف هيالين متوقف مي
پـذير،    عنوان يك داربست مهم زيـست تخريـب        هآلژينت ب   

. شـود  مـي تبديل هاي كلسيم به ژل    در حضور يون   مايع بوده و  
آلژنيت قـادر    چنانچه سلولي در داخل آلژنيت كشت شود، ژل       

 كرده، مـاتريكس ترشـح      (encapsulate)را احاطه ها   سلول است
  ديگـر مزيـت  ].7-9[نمايـد  نگهـداري   راهـا   آنشده توسـط  

توان بـه اشـكال مـورد        ، اين است كه ژل حاصل را مي       آلژنيت
هـاي   د سـازه  تـوان بـراي ايجـا      از اين ويژگي مـي    . درآوردنظر  

 ].10-11[گرفت   بهره   متناسب با شكل محل ضايعه    غضروفي  
مثبت ژل آلژنيت بر كشت تاثيرات در چندين تحقيق،  حال هتا ب

و ) Paige(از جمله پيـاژه     . ها به اثبات رسيده است     كندروسيت
هاي كندروسيت جدا شـده       اند كه سلول   همكاران گزارش كرده  

ت در داخـل ژل    از غضروف مفصلي خرگـوش در زمـان كـش         
آلژينت، خصوصيات ترشـحي خـود را حفـظ كـرده و دچـار              

 و همكاران )Lemar(  لمار همچنين. ]12[شوند   تمايززدايي نمي 
 نيــز نتــايج مــشابهي را و همكــاران) Hauselmann(هــازلمن  و

  ].13-14[ گزارش كردند
ــان كــشت روي پلاســتيك   اينكــه كندروســيت ــا در زم ه

دهند و به شـكل      ا از دست مي   مورفولوژي تمايزيافتگي خود ر   

آيند يا اينكـه بـا كـشت مجـدد در داخـل              فيبروبلاست در مي  
داربست سه بعدي خصوصيات تمايز يافتگي را دوباره كـسب          

از ]. 9-4[كننـد، در مطالعـات پيـشين بررسـي شـده اسـت             مي
تـوان   كه فنوتيپ سلول وابسته به ژنوتيپ آن است، مـي    آنجايي

تغييـرات فنـوتيپي در دو حالـت       راحتي تصور كرد كـه ايـن         به
هـا در اثـر تغييـرات        كشت دو بعدي و سه بعدي كندروسـيت       

به عبـارتي ديگـر؛ تحـت شـرايط         . افتد ها اتفاق مي   ژنوتيپي آن 
شـود يـا در      هاي تمايز يافتگي خاموش مي     كشت دو بعدي ژن   

هـا در كـشت سـه     شـود و همـين ژن      حد بسيار پاييني بيان مي    
مقايـسه   مطالعات در ارتباط بـا    . كند يبعدي افزايش بيان پيدا م    

هاي مفصلي در كشت دو بعدي و        الگوي بيان ژني كندروسيت   
 حاضـر بـه ايـن       مطالعـه ]. 15-18[اسـت   سه بعـدي محـدود      

  . پردازد موضوع مي
هـاي   هدف مطالعه حاضر بررسـي كمـي بيـان برخـي ژن           

 و I، كلاژن II، كلاژن Sox 9هاي اسكلتي شامل  مربوط به بافت
هـاي   ن در كشت دو بعـدي و سـه بعـدي كندروسـيت            آگريكا

در  برخلاف مطالعـات گذشـته،    . مفصلي موش صحرايي است   
تحقيق حاضر بررسي بيان ژنـي در كـشت طـولاني مـدت دو              

هـاي اختـصاصي    ماهه انجام شده است و براي اين منظـور ژن        
براي تعيين ميزان دقيق    . غضروف مورد توجه قرار گرفته است     

  . استفاده شدReal time PCRبيان ژني از روش 
  

  ها مواد و روش
   رتهاي مفصلي تك لايه كندروسيتكشت 

 ،استفاده از موش صـحرايي در مطالعـه تجربـي حاضـر           
 8. توسط كميته اخلاق پژوهشگاه رويان به تصويب رسـيد        

- 250وزن    هفتـه و   4- 6به سن تقريبي     Wistarنرسر موش   
انـو بـه    ز. شـدند  قربـاني    CO2گي با    گرم به روش خف    200

، موهـاي ناحيـه      شـده  ي ضـد عفـون     درصـد  70كمك الكل 
با كمك تيـغ مفـصل زانـو بـاز          تيغ تراشيده شد و     مفصل با 

 ران و   نلايه غضروف موجود روي دو انتهاي اسـتخوا       . شد

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  نژاد و همكاران محمدرضا باغبان اسلامي 110

 89، تابستان 31شماره تم، شسال همجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، 

110 

د و در محـيط     ش ـساق در محل اتـصال بـه يكـديگر جـدا            
 DMEM(Dulbecco’s modified eagles mediumكــشت

Gibco;Germany)   سـرم درصـد  15حـاوي  (Fetal Bovine 

Serum ; Gibco ,Germany) FBS l100 المللـي در    واحد بـين
ــي ــر  ميل ــلين و ليت ــي س ــي 100پن ــرم در ميل ــر  ميكروگ  ليت

   و بـــهگرفـــتقـــرار  (Gibco;Germany)استروپتومايـــسين
  يمتـر  ي ميل ـ 2- 3 يهـا  تكـه . دش ـزير هود اسـتريل منتقـل       

ــول  ــا محل ــار ب   شــسته شــد و PBS+ بافــت غــضروف دوب
  و Iپ كلاژنـاز تي ـ    درصـد  /.2ليتـر محلـول      يس يك ميل  سپ
) sigma حل شده در محيط بدون سـرم،      ( درصد پروناز    1/0

 در انكوبـاتور در     عت سـا  24به آن اضافه شد و بـه مـدت          
هـاي    كندروسيت. گراد قرار داده شد    ي درجه سانت  37 يدما

  ميكرومتـري  70مـش   رها شده از غضروف به كمك فيلتـر         
ليتـر در ظـروف     سـلول در ميلـي  105 مجدا شده و با تـراك    

 ليتـر محـيط   ي ميل ـ15شـد و  كشت  يمتر ي سانت75كشت 

DMEM سـاعت  24ها پس از   كندروسيت.به آن اضافه شد 
ــد    ــر نمودن ــه تكثي ــروع ب ــسبيده و ش ــرف چ ــف ظ ــه ك . ب

 درصـد ظـرف     80 تا   70ها در زماني كه حدود       كندروسيت
ــه   ــد بـ ــر كردنـ ــشت را پـ ــككـ  trypsin-EDTA 2/0 كمـ

پاسـاژ  (جدا شـدند    از كف ظرف     (Gibco;Germany)درصد
با انجام چندين پاساژ    . فتندو به ظرف جديد انتقال يا     ) يك

  . ها افزايش يافت تعداد سلول
  

  ها در ژل آلژينت كشت سه بعدي كندروسيت
 5×106 بـا تـراكم    5هـاي حاصـل از پاسـاژ          كندروسيت

) Sigma, Germany( ميلي ليتر محلـول آلژينـت   1سلول در 
  درصد شناور كرده و سـپس بـه كمـك سـرنگ و سـر               5/1

متـري در     سـانتي  6 هاي باكتريال   در ديش  22سوزن شماره   
. گـذاري شـد    مولار كلريـد كلـسيم قطـره        ميلي 109محلول  

 20يا قطرات ژل حـاوي سـلول بـه مـدت            ) beads(ها    دانه
دقيقه در اين محلول نگهداري شد تـا محلـول آلژينـت در             

سـپس محلـول    . به ژل تبـديل شـد     هاي كلسيم    حضور يون 
شـسته   +PBSبار با محلول  ها يك كلريد كلسيم خارج و دانه    

روز در   60هاي حاوي كندروسيت بـه مـدت         اين دانه . شد
 37  درصد سرم گاوي در شـرايط      15حاوي   DMEMمحيط  
هاي   انكوبه شد و طي روز      درصد co2 5 و   گراد  سانتيدرجه  

  .ها انجام شد ي آنهاي مورد نظر رو  بررسي60و  40، 20
 

  ميكروسكوپ نوري
ت، يها در داخل آلژن    تي كندروس ي مشاهده مورفولوژ  يبرا

 شد و   تثبيت  درصد 10ن  ي سلول با فرمال   ي حاو يتيقطرات آلژن 
 يهـا  لل در قالـب   ي با گز  يساز  با الكل و شفاف    يريپس از آبگ  

ه و  ي ته يكرومتري م 5 يها سپس برش .  شد يريگ  قالب ينيپاراف
  . شديزيآم ن بلو رنگديبا تولوئ
  

ها از ژل آلژينت بـراي        كندروسيتخارج كردن   
  هاي مولكولي بررسي

هـا بـه روش       هاي مولكولي، كندروسيت   براي انجام بررسي  
هاي آلژينت دوبار با محلـول        ابتدا دانه . زير از ژل خارج شدند    

 (PBS: Phosphate buffer solution)شستــشوي بــافر فــسفات 
 دقيقـه در محلـول سـيترات        30دتشستشو شد و سپس به م ـ     

گراد قرار داده شدند تا ژل حـل          سانتي  درجه 4سديم در دماي    
نشين    ته g 1300ها به كمك سانتريفوژ با دور        آنگاه سلول . شود

   .هاي مولكولي استفاده شد و براي بررسي
  

  Real time PCRهاي مولكولي  بررسي
هـا در كـشت      موجود در كندروسـيت    ي RNAكل  ابتدا  

بـا اسـتفاده    ،60و 40 ،20ي در روزها بعدي و دو بعدي سه
ــتاز  ) NXTM-Plus(روش Cinnagen) Iran) RNX-plus,كي

 با استفاده از اسپكتوفوتومتر در      RNA غلظت   .استخراج شد 
 ،RT reactionقبـل از .  شـد دهي نانومتر سـنج 260طول موج 

.  شـد  يي زدا DNAase، DNA مي با استفاده از آنز    RNAتوده  
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 مـر ي بـا اسـتفاده از پرا      RNAگـرم       يلي م 2 ي برا RTواكنش  
 RevertAidTM (Fermentas life تي ـرانـدوم هگزامـر و ك  

science, Lithuania) ــرا  اي  تــك رشــتهي cDNA ســنتز يب
بـا  . سـاخته شـد    - RT واكنش   كي هر نمونه    يبرا. انجام شد 
 در Real- time PCR واكنش SYBRR Green PCR Masterاستفاده از 
ــريلكروي م25حجــم  ــ تهت ــرا.  شــدهي ــهيب دســت آوردن   ب

Efficiency   هاي كـلاژن    ي اختصاصي ژن  مرهاي واكنش با پرا
I,II,III و sox9 تمــام ي بــرا.كــار بــرده شــد بــه و اگريكــان 

 1/5 رقـت  بي غلظت بـا ضـر  6 در serial dilutionي ها ژن
 Applied دســتگاه دســت آمــده از  بــهيهــا Ct. انجــام شــد

Biosystem ــتفاده ــا اسـ ــود  بـ ــرض ΔΔCTاز متـ ــا فـ  و بـ
100=%efficiency حاصل با اسـتفاده از      يها  داده.  شد زي آنال 

SPSS    و تست tukey و LSD يهـا    شد و نمودار داده    ي بررس 
 انحراف معيـار    ±كه به صورت ميانگين      ژن   انيمربوط به ب  

  . رسم شدExcelدر محاسبه شده بود، 
  

 Real time PCR پرايمرهاي مورد استفاده در .1جدول 

G
en

e n
am

e 

Sequence 

A
nn

ea
lin

g 
Te

m
pe

ra
tu

re
 

Collagen II F: 5’ ACTTTGACCGAGCCCAGCGG3’ 
R: 5’ CAATGTCAACAATGGGAAGG 3' 60 

Aggrecan F: 5’ GCCGAGGGCAACAGCAGGTT 3’
R: 5’ CCTTCCCATTGTTGACATTG 3’ 60 

Collagen I F: 5’ ACTGGAGAGGTGGGCACCC 3’ 
R: 5'GTCTTGGAGGAAACTT TGCT 3' 60 

SOX9 F: 5’ GACGTGGACATCGGTGAGCTG 3’
R: 5' CTCCAGCGACCGCGGGCCACG 3’ 60 

GAPDH F: 5’ TGAAGATTGTCAGCAATGCC 3’ 
R: 5' AACATCATCTGCTTCTACTG 3’ 60 

  

  ها يافته
 ها  تك لايه كندروسيتكشت

گـرد و چنـد      يها در كـشت اوليـه مورفولـوژ        كندروسيت
طـي پاسـاژهاي بعـدي       بـه مـرور       .)1Aشكل  (  داشتند يضلع

 كـشيده و    هـاي   سلولها از فرم گرد به       مورفولوژي كندروسيت 
 ).1B,Cشكل ( تغيير كرد  شكلدوكي

 

 

هــاي  يت تــصاوير ميكروســكوپ معكــوس از كــشت كندروســ.1شــكل 
هـا   كندروسـيت : كـشت اوليـه   ) A. غضروف مفصل زانوي موش صحرايي    

صورت تجمعات چند سلولي با مورفولوژي گـرد و چنـد وجهـي ديـده                به
هاي متنوعي در كـشت      مورفولوژي :ها پاساژ اول كندروسيت  ) B. شوند مي

  . ها مورفولوژي فيبروبلاستي دارند كندروسيت: 5پاساژ ) C. شود ديده مي
  

  ها در آلژينت ه بعدي كندروسيتكشت س
ــاره    كندروســيت ــت دوب ــه ژل آلژين ــال ب ــس از انتق ــا پ ه

و در حفـرات لاكونـا ماننـد        مورفولوژي گرد به خود گرفتنـد       
 ). 2A-Bشكل(. مستقر شدند
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تصاوير ميكروسكوپ معمولي از مقاطع تهيه شده از كـشت آلژنيـت             .2شكل  

آميزي تولوئيـدن    رنگهاي غضروف مفصل زانوي موش صحرايي،      كندروسيت
انـد   ها در داخل آلژنيت در حفرات لاكونا مانند مستقر شده          كندروسيت) A. بلو

 در داخل حفرات لاكونا مانند      ها كندروسيت) B).  روزه 60انتهاي دوره كشت    (
  . شوند نمايي بيشتر مشاهده مي با درشت
 

Real time PCR  
 تمـام  هـا در   كندروسـيت ،Real time PCR بر اساس آنـاليز 

 را بـه  SOX9 ژن ، برخلاف كشت آلژنيت، كشت تك لايه طول
بيان ايـن ژن در طـول       ). 3Aشكل  (ندمقدار بسيار كم بيان كرد    

در داخل آلژنيت به تدريج افزايش يافت         روزه 60دوره كشت   
 و 40و از اين نظر تفاوت آن با كشت تـك لايـه در روزهـاي      

هاي  لگوي بيان ژن  آ). p<0.05(دار بود     از لحاظ آماري معني    60
 در دو كشت تك لايه و آلژنيت مشابه ژن          IIاگريكان و كلاژن    

Sox9   3شكل  ( بودB-C .(         برخلاف سه ژن قبلـي، ژن كـلاژنI 
بيشترين بيان را در كشت تك لايه داشت و در كشت آلژنيـت             

هـا از لحـاظ آمـاري     تفـاوت ). 3Dشكل (بيان آن بسيار كم بود 
 ).p<0.05(دار بود  معني

  
بيـان ژن   ) A. هـا  ها در كشت تك لايه و آلژنيت كندروسـيت         بيان ژن  .3 شكل
Sox9 :       در حد بسيار پاييني بيان       )7تمايززدايي پاساژ   (اين ژن در نمونه كنترل 

ترتيـب    مقـدار بيـان آن بـه   60 و 40، 20شد و در كشت سه بعدي در روزهاي 
 بيان بسيار كمي    اين ژن در كشت تك لايه     : بيان ژن اگريكان  ) B. افزايش يافت 

 بيان ژن پايين بود و از اين نظر         20كه در كشت آلژنيت در روز        داشت در حالي  
با كشت تك لايه تفاوتي نداشت ولي با ادامه كشت بيان ژن در مقايسه با كشت 

دار شـد     معنـي  60 و   40هـا در روزهـاي       تك لايـه افـزايش يافـت و تفـاوت         
)p<0.05 .(C (    بيان ژن كلاژنII : يان اين ژن در دو كشت تك لايه و         الگوي ب

بـرخلاف سـه ژن   :  IIبيان ژن كـلاژن  ) D. و اگريكان بودSox9آلژنيت مشابه 
 بيشترين بيان را در كشت تك لايه داشت و در كشت آلژنيت Iقبلي، ژن كلاژن 

  ).p<0.05(دار بود  ها از لحاظ آماري معني تفاوت. بيان آن بسيار كم بود
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 بحث
هـــاي اختـــصاصي  زان بيـــان ژندر تحقيـــق حاضـــر ميـــ

، آگريكـان و    II  ،Iشامل ژن كلاژن     هاي بالغ مفصلي،    كندروسيت
Sox9         دو بعـدي و سـه   )  روزه60( در دو كشت طـولاني مـدت

 مـورد بررسـي قـرار گرفـت تـا      real time PCRبعدي بـا روش  
بـا تعيـين    . تغييرات بيان آنها در دو حالت كشت مشخص گردد        

تـوان    دو بعدي و سـه بعـدي مـي        بيان ژني در دو حالت كشت       
ها در دو حالـت كـشت را بـا بيـان           تغييرات مورفولوژيك سلول  

هــاي  كندروســيت. هــاي اختــصاصي غــضروفي ارتبــاط داد ژن
عنوان كانديد مناسـب بـراي مقاصـد سـلول درمـاني             مفصلي به 

هــاي مفــصلي محــسوب  ضــايعات وســيع بــافتي در غــضروف
 به تعداد زيادي سـلول      هاي سلول درماني   در استراتژي . شوند مي

هـاي بـافتي     اين در حالي است كه نمونـه      . براي پيوند نياز است   
غضروف حاوي تعداد كمي سلول كندروسيت است و به همين          

در . دليل تكثير سلول در محيط كشت غير قابـل اجتنـاب اسـت            
هـا، مورفولـوژي تمـايز يـافتگي خـود را از             شرايط تكثير سلول  

كـشت مجـدد    . شـوند   زدايـي مـي    دهند و دچار تمايز    دست مي 
سلول در داخل داربست مناسب مورفولوژي تمايز يافتگي آنهـا          

در تحقيق حاضر براي درك بهتر ايـن تغييـرات          . گرداند را برمي 
 . ها بررسي شد مورفولوژيك، الگوي بيان ژني سلول

هـا در كـشت      در تحقيق حاضر ماهيت كندروسيتي سـلول      
 ولـي بـه دلايلـي       نـشد  هـاي مولكـولي بررسـي      اوليه با روش  

 جدا شده از قطعات غـضروف مفـصلي در مطالعـه            هاي  سلول
 بافت غضروف مفـصلي     -1: حاضر ماهيت كندروسيتي داشتند   

اسـت بنـابراين    ) يعني كندروسيت (تنها حاوي يك نوع سلول      
معمـولا  . هـا در كـشت موضـوعيت نـدارد         حضور ساير سلول  

 كـه بافـت     شـود  اثبات ماهيت سلولي در كشت هايي انجام مي       
مورد استفاده چندين نوع سلول را در خـود جـاي داده باشـد              
مثلا استخراج سلول بنيادي مزانشيمي از بافت مغـز اسـتخوان           

 ، متنوع از جمله سلول خونساز، ماكروفاژ      هاي  سلولكه حاوي   
هـا در     مورفولـوژي تيپيـك سـلول      -2. ه است راندوتليال و غي  

ــه  ــ) 1Aشــكل(كــشت اولي ــده كندروس ــشان دهن ــودن ن يت ب
ايـن  ). اسـت هـا دوكـي و كـشيده         فيبروبلاسـت (هاست   سلول

 اگرچـه در    -3. مورفولوژي با مطالعات پيـشين مطابقـت دارد       
هـاي غـضروفي انجـام نـشد ولـي           كشت اوليه بيـان شـاخص     

 ،ها در كشت آلژنيت     نشان داد كه اين سلول     حاضرهاي   بررسي
 و IIي اختصاصي غضروف شامل آگريكان و كلاژن ها ژنتمام 

SOX9كنند مي  را بيان.  
 در دو حالـت كـشت       ،ها تي كندروس يان ژن يدر ارتباط با ب   

 انجام شـده    ي تا به حال مطالعات متفاوت     ي و سه بعد   يدو بعد 
و  Tallheden.  شـده اسـت    ي بررس ـ ي متفـاوت  هـاي   ژناست و   

 يهــا تي كندروســpellet بــا كــشت 2004همكــاران در ســال 
ر شـده بودنـد بـه       ي ـكث ت تك لايـه   انسان كه به صورت      يمفصل

.  روز بـود   14  آنهـا  طول كشت .  آنها پرداختند  يان ژن يمطالعه ب 
ر ي ـ نظييهـا  ني پـروتئ ،كه در روز هفـتم كـشت  نتايج نشان داد   

ــلاژن  ــرونكتي، فTenascin C، dermatopontin و XIك ــن بيب  اني
ــدا Sox9 آخــر ژن يشــود و در روزهــا مــي ــان پي  افــزايش بي
ــي ــد مـ ــه. ]15[كنـ ــاران Haudenschild يا در مطالعـ  و همكـ

 كـشت   تـك لايـه   صورت   بهرا   انسان   ي مفصل يها تيكندروس
ون منتقل كردنـد    ي را به كشت سوسپانس    ها سلولس  يدادند و س  

  تــر كــشت دادنــد ويل يلــي ســلول در م106و  104بــا تــراكم  و
ون ي را پـس از انتقـال بـه كـشت سوسپانـس            ها  ژن يان برخ ي ب

ــد  ــه كردن ــا. مطالع ــي ــن بين محقق ــاوتان متي ــا را   از ژنيف   ه
ــد ــشاهده كردن ــراكم ز . م ــا ت ــشت ب ــدر ك ــاي ژناد ي   ، IL-6 ه

Mn superoxide dismutaseكـه در   ي در حال؛ان داشتيش بي افزا
 و  IIر كـلاژن    ي ـت بالغ نظ  ي كندروس هاي  ژنكشت با تراكم كم،     

 اسـتوكز   گري د يا در مطالعه . ]16[ت  ان داش يش ب يكان افزا يآگر
)(Stokes   ـ     تيروس و همكاران كند   ـزيف يها را از غضروف اپ ال ي

   شــده بــاcoat يهــا شيــ ديانــسان جــدا كردنــد و رو نيجنــ
poly-(2-hydroxyethyl methacrylate)افتـه و  يز ي به صورت تما

  افتـه بـه مـدت     يز ن ي به صـورت تمـا     يكي پلاست يها شي د يرو
 ي ژن انـسان   5000 حدود   Microarray روز كشت دادند و با       11
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ج يبـر اسـاس نتـا     . ]17 [ كردنـد  يبررسرا در دو حالت كشت      
 HIF-1alpha و TWIST شـامل  transcription factorها دو ژن  آن
 ـcellular adhesionك ژن يو   در دو كـشت  cadherin 11نـام   ه ب
 ي دو تفاوت اساس ـ   حاضرمطالعه  .  نشان دادند  يعيرات وس ييتغ

 در بررسي حاضـر   نكه كشت   ياول ا . قات مذكور داشت  يبا تحق 
حاضـر  در بررسـي  نكـه  ي ادومو )  روزه60(دت بود  م يطولان
كـشت  . هاي بـالغ مطالعـه شـد       هاي اختصاصي كندروسيت    ژن

طولاني مدت اين حسن را دارد كه مي توان تداوم بيـان ژن را              
 بر اسـاس نتـايج تحقيـق        .در شرايط مورد مطالعه بررسي كرد     

هــاي اختــصاصي  حاضــر، ايــن اطمينــان حاصــل شــد كــه ژن
  . كشت، تداوم بيان دارند60 روز غضروف حداقل تا

 Sox9 هاي مورد مطالعـه در تحقيـق حاضـر ژن         يكي از ژن  
، همزمان با ان داده است كه طي كندروژنزيسمطالعات نش. بود
در واقـع ژن كـد      . شود يان م يز ب ي ن Sox9ژن  ،  IIان ژن كلاژن    يب

   مطالعـه   ].20و19[اسـت    Sox9ن  ي هدف پـروتئ   IIكننده كلاژن   
in vitro بر خـلاف  يز نشان داد كه در كشت سه بعدي نرحاض 

ژن با افـزايش بيـان       IIان ژن كلاژن    يبافزايش   يكشت دو بعد  
Sox9  مطالعـات   يهـا  افتـه ي منطبق بـر  افته  ين  يا.  همزمان است   

in vivoن استيشي پ .  
 تغييرات مورفولوژيـك  ،هاي تحقيق حاضر   با توجه به يافته   

. قابل تفسير است  هاي مفصلي در دو حالت كشت        كندروسيت
ها در كشت تك لايه در كشت اوليـه مورفولـوژي             كندروسيت
هاي بالغ را داشتند يعني گرد و چندضلعي بـوده و             كندروسيت

بـا  . به صورت اجتماعات كوچك چنـد سـلولي رشـد كردنـد           
ها به مرور دچار تغيير شده و        انجام پاساژهاي بعدي اين سلول    

ورفولـوژي دوكـي تبـديل      ده با م   كشي هاي  سلولاز فرم گرد به     
هاي مولكولي نشان داد كـه بيـان          در اين مرحله بررسي   .  شدند

هاي كلاژن   كاهش يافته كه همزمان بيان ژن     sox9ژن رونويسي   

II        هاي فيبروبلاستي يعني     و اگريكان نيز كاهش يافته و بيان ژن
ها به فرم سـه      كشت سلول . در آنها افزايش يافته است     I كلاژن

 هـاي  سـلول ينت در واقع تقليدي از شرايط رشـد     بعدي در آلژ  
مزانشيمي در شروع كندروژنزيز در دوره جنيني و ايجـاد يـك       
محيط مناسب براي برقراري الگوي سيگنالينگ سـلولي اسـت          

هاي    با كشت كندروسيت   ].22 و 21[شود    فراهم مي كه در بدن    
ها مورفولوژي از دست      اين سلول  ،تمايززدايي شده در آلژينت   

 اين تغييـرات بـا افـزايش        .دست آوردند  ه خود را دوباره ب    رفته
  .  و آگريكان همراه بودII، كلاژن Sox9بيان 

هدف اصلي تحقيق حاضـر بررسـي و مقايـسه بيـان ژنـي              
 در دو حالــت كــشت دو بعــدي روي ســطح هــا كندروســيت

ثير أموضوع ديگر ت. پلاستيك و سه بعدي در داخل آلژنيت بود
زان مـــرگ و آپوپتـــوزيس ايـــن دو روش كـــشت بـــر ميـــ

. نـشد اين نكته در مطالعه حاضـر بررسـي         . ستها  كندروسيت
سـه  (توجه به اين مسئله از ايـن نظـر كـه در كـشت آلژنيـت                 

هـاي ماتريكـسي     ها از اطراف در معرض سيگنال      سلول) بعدي
د و از طـرف     ن ـهـا را بيـشتر كن       آن survivalد  نتوان  مي وهستند  
لژينتي ممكن است بـه دليـل        عمقي در توده آ    هاي  سلول ؛ديگر

ها بـه سـمت مـرگ پـيش رونـد،            عدم كفايت انتشار نوترينت   
  . داردبيشتر نياز به بررسي جالب توجه است و 
توان گفت كه ماتريكسي كه كندروسـيت      روي هم رفته مي   

شود، تعيين كننده ژنوتيپ و متعاقب       در مجاورت آن كشت مي    
ســطح بــا كــشت كندروســيت بــر . آن فنوتيــپ ســلول اســت

يابـد و    هاي اختصاصي غضروفي كاهش مـي       پلاستيك بيان ژن  
بـا كـشت    . كنـد  سلول مورفولوژي فيبروبلاست را كـسب مـي       

هـاي اختـصاصي غـضروف        كندروسيت در داخل آلژنيـت ژن     
كنـد و مورفولـوژي تيپيـك كندروسـيت          افزايش بيان پيدا مـي    

  .شود كسب مي
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