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 بر تمايز به غضروف سلولهاي بنيادي ي بالغمطالعه تاثير هم كشتي كندروسيتها

   NMRIموش جدا شده از مغز استخوان مزانشيمي

   * .M.Scليلا تقي يار ،  *.Ph.Dنژاد  محمدرضا باغبان اسلامي � 1

  گروه سلولهاي بنيادي ژوهشكده رويان،پ *

  85شهريورماه :  ،  پذيرش 85 تيرماه: وصول

 يدهچك

جدا شده از  از انتهاي دنده رت بر تمايز به غضروف سلولهاي بنيادي مزانشيمي  بررسي اثر سلولهاي كندروسيت بالغ جدا شده:هدف

   NMRIمغز استخوان موش 

ا تراكم با روش كشت ب  آنها استخوان مغز  سلولهاي مزانشيمي شدند و  قرباني  هفته4ـ6   تقريبي با سن NMRI   موشهاي:مواد و روشها

 تهيه و wistarكندروسيتهاي بالغ نيز از بافت غضروف انتهاي دنده رت  .پايين جدا شد و با انجام دو پاساژ متوالي تكثير و خالص شد

كشت اوليه  پاساژ دوم و كندروسيتهاي براي انجام هم كشتي از سلولهاي مزانشيمي.  سانتي مترمربع كشت شد25در داخل فلاسكهاي 

در داخل   وMicro-massمخلوط شد و در يك سيستم كشت 2/1  و1/2، 1/1بدين ترتيب كه اين دو سلول با نسبتهاي . استفاده شد

هاي مختلف از لحاظ  گروه در پايان اين مدت . روز كشت شد21محيط فاقد فاكتورهاي رشد القاي كننده تمايز به غضروف به مدت 

 (Reveres Transcription-Polymerase Chain Reaction) تولوئيدن بلو و روشرنگ آميزي اختصاصي  هايروش تمايز به غضروف، با

RT-PCR مطالعه شد.  

 جمعيت .كشيده، پهن و دوكي مشاهده شد ي مغز استخوان موش، سلولهايي با مورفولوژي چند ضلعي، ها در كشت اوليه سلول:ها يافته

كندروسيتهاي رتي در پايان هفته دوم كشت اوليه، با . كشت را پر كرددر پاساژ دو افزايش يافت و محيط  سلولهاي دوكي مزانشيمي

) كندروسيتها دو برابر مزانشيمي (1/2نتايج بررسي هم كشتي نشان داد در گروه . مورفولوژي چند وجهي ظرف كشت را پر كردند

به مقدار ) ضروف موش سوريشاخصهاي غ (aggreacan و II ، X كلاژن mRNAماتريكس متاكروماتيك يكنواختي توليد شده و 

صورت پراكنده توليد شده بود و ژنهاي  هاي ديگر ماتريكس متاكروماتيك به اين در حالي بود كه در گروه. زيادي توليد شده است

  . شاخص غضروفي با شدت كمتري بيان شده بودند

در . است تمايز به غضروف سلولهاي مزانشيميرسد سيستم هم كشتي با كندروسيت يك استراتژي مناسب براي  به نظر مي: نتيجه گيري

  . اين سيستم نسبت سلولهاي مورد استفاده در هم كشتي از لحاظ القاي تمايز غضروفي اهميت دارد

  

   هم كشتي، تمايز به غضروف  موشي، كندروسيت رتي،  سلولهاي بنيادي مزانشيمي:ها كليدواژه
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  مقدمه

 شده كه امروزه گرايش     پيشرفت در علم بيولوژي سلولي باعث     

زيادي به استفاده از سلول درماني در ترميم ضايعات بـافتي از            

بافـت غـضروف    ]. 1[جمله بافت غضروف وجود داشته باشد       

مفصلي به دليل نداشتن رگ خوني، در مواقع آسيب، به سختي           

تا كنون روشهاي جراحي مختلفي بـراي       ]. 2-4[شود    ترميم مي 

. كار گرفته شده است     تگيهاي آن به  درمان ضايعات يا تحليل رف    

كار رفته، پيوند كندروسيت به تنهايي و يـا     از جمله روشهاي به   

به صورت تركيب بـا داربـست ويـژه در محـل آسـيب ديـده                

  ].6 و5[غضروفي است 

 يكي از مشكلات بزرگ در ارتباط با پيوند كندروسيت، مبنـع           

ي معمولا براي گرفتن سلول از غـضروف مفـصل        . سلولي است 

شود كه براي اين منظـور بايـستي بـا انجـام عمـل                استفاده مي 

بـا  . جراحي تكه اي از بافت غضروف مفـصلي برداشـته شـود           

توجه به محدوديت بافت اخذ شده، با اين روش تعداد سـلول            

از طرفـي، تحقيقـات پيـشين نـشان         . دست آمده كافي نيست     به

ــيتها در   ــر كندروس ــه تكثي ــت ك ــبب   داده اس ــشگاه، س آزماي

ايززدايي آنها شده و در نتيجه سـلولها از نظـر مورفولـوژي             تم

دچار تغيير شـده و خـصوصيات ترشـحي خـود را از دسـت               

  ].7-9[دهند  مي

منبع سلولي ديگر بـراي اسـتفاده در پيونـد بـه منظـور تـرميم                

امـروزه  . اسـت   ضايعات غضروفي سلولهاي بنيادي مزانـشيمي       

ه از جملـه    اين سـلولها، بـه دليـل داشـتن خـصوصيات ارزنـد            

پتانسيل رشد و تكثير نامحدود در آزمايشگاه، توانايي تمايز بـه     

)  غضروف و چربي    سلولهاي استخواني،  ( دودمانهاي مزانشيمي 

انــد  و راحتــي دسترســي بــه آنهــا اهميــت زيــادي پيــدا كــرده

  ). 10و11(

بـا هـدف بـاز        كارگيري سـلولهاي مزانـشيمي        اي كه در به     نكته

، اين است كـه در يـك اسـتراتژي          سازي غضروف وجود دارد   

تيپيك سلول درماني سعي بر اين است كه از سـلولهاي كـاملا             

اين رويكرد انتقال كندروسيتها  را بـه        . تمايز يافته استفاده شود   

محل مورد نظر تضمين كرده و از طرفي از تمايزهاي ناخواسته        

در محل آسيب ديـده غـضروف مفـصلي از جملـه تمـايز بـه                

  ي كه از تواناييهاي بالقوه سـلولهاي مزانـشيمي        استخوان و چرب  

بنـابراين، بـراي    ]. 12[نمايـد     شود، جلوگيري مـي     محسوب مي 

بتوانند در درمان ضـايعات غـضروفي        اينكه سلولهاي مزانشيمي  

اولين قدم اين است كـه سـلولهاي فـوق بـه            . موثر واقع شوند  

غضروف تمايز يابند كـه ايـن امـر معمـولا در محـيط كـشت                

هاي تمايز به غـضروف سـلولهاي         يكي از راه  . گيرد  يصورت م 

براي ايجـاد ايـن سيـستم،       .  است plitمزانشيمي، سيستم كشت    

گردد و سپس     ايجاد مي   از سلولهاي مزانشيمي    ابتدا يك تراكمي    

  ]. 13-19[شود  محيط تمايز كندروژنيك بر روي آن اضافه مي

 كـشتي   را ه ديگر تمايز به غضروف استفاده از سيستمهاي هـم          

سيستمهاي هم كشتي، با فـراهم كـردن تمـاس مـستقيم            . است

تقويـت   سيگنالهاي مولكـولي را   Transductionسلول به سلول،

در ]. 12[نماينـد     نموده، در نتيجه تمايز سلولي را تـسهيل مـي         

اين ارتباط، تحقيقات پيشين نشان داده است كه كنـدروژنزيس          

اكروفاژهاي پوشـش   در زمان هم كشتي با م       سلولهاي مزانشيمي 

سينوويال و سلولهاي كالواريـاي جنينـي تقويـت شـده اسـت             

اي كه وجود دارد اين است كه سلولهايي كه در            نكته]. 20و21[

چنين سيستمهايي تمايز يافتـه انـد، قابـل پيونـد در ضـايعات              

غضروفي نيستند زيرا قابل جدا سازي از سلولهاي هـم كـشتي            

ان از ايـن سـلولها اسـتفاده        تو  به عبارتي در صورتي مي    . يستن

طـور    كرد كه بتوان آنها را از مخلوط سلولهاي هـم كـشتي بـه             

كـه چنـين      بنـابراين طراحـي سيـستمي     . خالص استخراج كـرد   

  .رسد مشكلاتي را نداشته باشد ضروري به نظر مي

 و كندروسيتهاي بـالغ، از      سيستم هم كشتي سلولهاي مزانشيمي    

روسـيت هـستند، ايـن      اين نظر كه سـلولهاي هـم كـشتي، كند         

بنابراين چنانچه خواسته شود از اين سـلولها        . مشكل را ندارند  

و يا به عبـارتي     ( در پيوند استفاده شود مشكل جدا سازي آنها       

وجـود نـدارد در ايـن سيـستم در          ) حذف سلولهاي هم كشتي   

ــايعات    ــاني ض ــلول درم ــالقوه در س ــداي ب ــع از دو كاندي واق

كندروسـيت اسـتفاده شـده      و    غضروفي يعني سلول مزانشيمي     

) و كندروسـيت    تركيب سلول مزانشيمي    (اين استراتژي   . است

از يك طرف سيگنال قوي كندروژنزيس براي تمايز سـلولهاي          

كند و از طرفي مـشكل تعـداد كـم            فراهم مي   بنيادي مزانشيمي   
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كندروسيتها را در زمان پيونـد بـه منظـور بازسـازي ضـايعات              

  . نمايد غضروفي حل مي

تباط با اين سيستم هم كشتي، تنهـا يـك مطالعـه وجـود              در ار 

 با مطالعه چنين 2004و همكاران در سال (Kohei) كوهي . دارد

سيستم هم كشتي، اذعان كردند كه كندروسيتها، فاقـد تـاثيرات           

ايــن در ]. 1[هــستند  كنــدروژنيك روي ســلولهاي مزانــشيمي 

سيستم (حالي است كه نتايج مطالعه حاضر، كه به اين موضوع           

پرداختـه،  ) با كندروسيتهاي بالغ    هم كشتي سلولهاي مزانشيمي     

حاكي از تاثيرات فراوان كندروژنيك كندروسيتها بر سـلولهاي         

  . است مزانشيمي 

  

  مواد و روشها

  مغز استخوان  كشت سلولهاي مزانشيمي 

 به روشي كه در مقاله پيشين ما ذكـر شـده             سلولهاي مزانشيمي 

 نـر، نـژاد   هاي وشطور خلاصه،  م به .]23-22[جدا سازي شد 

NMRI جــايي   جابــه روش  بــه اي  هفتــه6-8   تقريبــي  ســن بــه

،    و در شـرايط كـاملا اسـتريل        ندشـد هاي گردنـي كـشته        مهره

  لامينـار،  زير هود  در   .شد جدا   ها آن   پاي   وساق   ران  استخوانهاي

 ـ      پـاك    طور كامـل    استخوانها به    همبند اطراف   بافت  اشـده و ب

 مغـز   . گرديـد    قطـع    دو سراسـتخوان     اسـتريل    از قيچي   ستفادها

 بـا    كـه 18و سرسـوزن شـماره         سـرنگ    يك كمك   به  استخوان

ــيط  DMEM) Dubleco’s modified eagles medium محـ

Gibco;Germany (درصد سرم 15 حاوي )Fetal Bovine Serum 

;Gibco ,Germany) FBS ،100     واحد بين المللـي آنتـي بيوتيـك

  واحـــد بـــين المللـــي استروپتومايـــسين100پنـــي ســـلين و

(Gibco; Germany)در يـك ه كردن ر اسپي روش  بود، به  پر شده  

 سـانتريفوژ   g1200  بـا دور    و  گرديـد   تخليـه  ميلي ليتر    15  لوله

  معلـق    تـازه  DMEM  محـيط   ميلي ليتـر     1 در سپس سلولها .شد

در . شـدند  ميكرومتر عبور داده     70 (mesh) ش فيلتر  ند و از  شد

سلولهاي حاصل از هر استخوان دراز به كمـك لام           اين مرحله 

 سـلول   500نئوبار مورد شمارش سلولي قرار گرفت و تعـداد          

 . چـاهكي كـشت شـد      6هاي ظروف كشت      در هر يك از خانه    

 درجـه   37 بـا دمـاي       انكوبـاتور    بـه    سلول   حاوي   ظرف  سپس

 روز 2بعــد از .  گرديــد منتقــل CO2 درصــد 5ســانتي گــراد و 

 محـيط  . تازه اضـافه شـد   DMEMمحيط خارج و   محيط رويي

 و   شـد    تعـويض  به مدت دو هفتـه،     روز يكبار    3ـ4سلولها هر   

سپس پاساژ اول صورت گرفت به اين ترتيب كـه سـلولها بـا              

 از (Gibco;Germany)درصــد trypsin- EDTA 2/0 اســتفاده از 

 25 در فلاسكهاي كـشت      1:3كف ظرف كنده شد و به نسبت        

دو هفته پس از پاساژ اول      ). پاساژ يك (سانتي متري كشت شد   

اين سلولها پس از پر كردن كف ظـرف         . ، پاساژدوم انجام شد   

. كشت منجمد شدند و در مرحله بعدي تحقيق استفاده شـدند          

 :DMSO(Dimethyi Sulfoxide درصد 30براي انجماد از تركيب 

Sigma ,USA)، 5 درصــد FCS درصــد 65 و DMEMاده  اســتف

  . ويال انجماد تقسيم شد5 سانتي متري به 25هر فلاسك . شد

  

  كشت بافت غضروف

جـايي     گرم به روش جابـه     200- 250  به وزن  Westarرتهاي نر 

 70قفسه سـينه بـه كمـك الكـل        . هاي گردني كشته شدند     مهره

ها بـه     درصد ضد عفوني شد و بافت نرم موجود در روي دنده          

انتهاي دنـده جـدا شـد و        بافت غضروف   . طور كامل جدا شد   

 ميلـي متـري   3-2 بـه قطعـات    DMEMدرداخل محيط كـشت 

  + PBSهاي بافت غضروف دو بـار بـا محلـول    تكه. بريده شد

درصد كلاژناز  /. 2شسته شد و به داخل يك ميلي ليتر محلول          

 سـاعت در    24منتقـل شـد و بـه مـدت           ) I) USA،sigmaتيپ  

در . رار داده شـد   ق ـ)  درجه سـانتي گـراد     37دماي  ( انكوباتور  

هاي بافت به حالت ژله اي در آمد بـود و             پايان اين مدت، تكه   

اين قطعات به يـك     . اتصال سلولها با يكديگر كاهش يافته بود      

 ميلـي ليتـر     15 سانتي متـري منتقـل شـد و          75فلاسك كشت   

هـاي   پس از طي دو روز تكـه .  به آن اضافه شد DMEMمحيط

ولهاي كندروسيت از   بافت به كف ظرف كشت چسبيدند و سل       

كشت اوليه كندروسيتها،  .آن شروع به مهاجرت و تكثير كردند

  .سلولها در هم كشتي استفاده شد پس از گذشت دو هفته، ظرف كـشت را پـر كـرد كـه از ايـن                 
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   و كندروسيتهاي رت  m -MSCsهم كشتي سلولهاي

براي انجام هم كشتي از سلولهاي كشت اوليـه كندروسـيت و            

سـلولها در   . استفاده شـد    سلولهاي بنيادي مزانشيمي    پاساژ دوم   

بـدين ترتيـب كـه     . هم كشتي شـدند Micro-massيك سيستم 

و كندروسـيت      سلول متشكل از دو سـلول مزانـشيمي          2×105

 سـانتيمتري قـرار گرفـت و        15شمارش شد و در داخل لولـه        

 دقيقـه سـانتريفوژ شـد تـا پلـت           5 دور به مـدت      1200تحت  

 ( 1/1در مطالعه حاضر نسبتهاي مختلـف      . سلولي تشكيل شود  

 1/2،  )يـك قـسمت كندروسـيت     /يك قسمت سلول مزانشيمي   

 2/1،  )دو قـسمت كندروسـيت    / يك قسمت سلول مزانشيمي   (

بررسـي  ) يك قسمت كندروسيت  /دو قسمت سلول مزانشيمي   (

 درصـد   10 حاوي   DMEMپلتهاي سلولي در داخل محيط      . شد

محـيط  . كـشت شـدند    روز   21سرم و آنتي بيوتيك بـه مـدت         

  .  روز يكبار تعويض شد2-3سلولها هر 

  

  رنگ آميزي تولوئيدن بلو

به منظور بررسي توليد مـاتريكس متاكروماتيـك در كـشت از            

هـاي    اين رنگ آميزي استفاده شد، بدين ترتيب كه ابتـدا تـوده           

 درصد تثبيت شد و     4 ساعت با پارافرمالديد     2سلولي به مدت    

 5ري و تهيه بلوك پارافيني، برشـهاي        پس از انجام مرحله آبگي    

دست آمده با استفاده از رنگ        ميكرومتري تهيه شد و لامهاي به     

  .تولوئيدن بلو رنگ آميزي شد

  

RT-PCR   

 ;Nucleospin RNA II kit (740955 كيـت  از  در ابتدا با اسـتفاده 

Macherey-Nagel, Germany)   موجـودي  كـل   RNA  از  سـلولي 

. شـد   اسـتخراج مايز يافتـه بـه غـضروف        سلولهاي مزانشيمي ت  

  (Roch ,104132) تيمار با  تحت  شده  استخراجRNA  هاي نمونه

Dnase I مربـوط بـه    احتمـالي  قرار گرفتند تا آلودگيهاي   DNA 

خلـوص و    سـپس  .شـود    حـذف RNA  هـاي   از نمونه ژنوميك

   تعيـين    اسپكتروفوتومتري   با روش    شده   استخراج RNA  غلظت

   استفاده  شده با استخراج RNA  از ميكروگرم 1  پس از آنشد و
  

  

-´Collagen  type II: Reverse primer 5هــاي رايمرپ از  

TGGACAGTAGACGGAGGA AAGTC -3´,Forward primer 

5´-GGCTTAGGGCAGAGA GAG AAG G-3´,Collagen type 

X: Forward primer 5´-CAG CAG CAT TAC GAC CCA AG-

3´,Reverse primer5´-CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3, 

Aggrecan: Forward primer 5´-CAG CAG CAT TAC GAC 

CCA AG -3´, Reverse primer 5´-  
  

CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3´ ,    وRandom Hexamer 

   Revert AidTMH Minus First (K 1622 Fermentas)  كيـت از 
  

Strand   cDNA  Synthesis  سـپس . شد  وس معك برداري نسخه  

   براياستفاده شد PCR به عنوان الگو براي  شده  توليدcDNAاز 

ــن ــور  اي  ng/µl100 ( µl cDNA2,  PCR Buffer (AMS)( منظ

)×10( µl5/2 ,mM)50 (MgC12  µl 75/0 و mM)10( µl 

dNTPmix5/0 ر از هر پرايمµM)5 (µl1 ,)5unit/1µl( Smar Taq 

µl5/0)ســيناژن ، (TA8110C لولــه  در يــك  PCR بــا يكــديگر 

   دوبـار تقطيـر بـه        از آب    با اسـتفاده    و در نهايت   مخلوط شدند 

آن بـر     محصولات PCRپس از انجام .  شد رساندهµl 25  حجم

 برومايـد    با اتيديوم  سپس    درصد جدا شدند و    7/1آگارز  روي  

  .مشاهده شدند  قابل

  

  ها يافته

  1MSCsكشت سلولهاي 

سلولها چسبيدند و منشا كشت شدند      دركشت اوليه تعدادي از     

و برخي نيز به حالت شناور باقي ماندند كه با تعويض محـيط             

سـلولها در كـشت اوليـه بـه اشـكال           . كشت دور ريخته شدند   

  با . ستاره اي، دوكي، چند ضلعي پهن وگرد مشاهده شدند

كه   طوري  انجام پاساژ جمعيت سلولهاي دوكي افزايش يافت به       

. ت نسبتا خالصي از اين سلولها ظاهر شـد        در پاساژ دوم جمعي   

__________________________ 

1. Mesenchymal Stem Cells 
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  .  از اين سلولها براي هم كشتي استفاده شد

  
  

كـشت اوليـه حـاوي سـلولهايي بـا             .كشت سلولهاي مزانشيمي   .1شكل  

  در).×10: ؛ بزرگنمـايي A( كشيده و دوكي بـود     چند ضلعي،   مورفولوژي گرد، 

وكـي افـزايش   سلولهاي غيز دوكي حذف شد و تعداد سلولهاي د  پاساژ اول

پاساژدوم جمعيت خالصي از سلولهاي دوكي    در ).×10؛ بزرگنماييB(يافت

  ).×20: ؛ بزرگنماييC(ظاهر شد

  

  كشت بافت غضروف

هــاي  چنــد روز پــس از آغــاز كــشت، كندروســيتها از حاشــيه

قطعات غضروفي مهاجرت كردند و در اطراف قطعه غضروفي         

 كـشيده   به سطح ظرف كشت چسبيدند ايـن سـلولها ظـاهري          

داشتند با گذشت زمان سلولهاي فوق تكثير شدند و ظـرف دو            

در اين  . هفته پس از آغاز كشت ظرف كشت را كاملا پر كردند          

از كـشت اوليـه كندروسـيتها       . زمان سلولها چند وجهي بودنـد     

  .براي هم كشتي استفاده شد
  

  

  

  
  

؛ I ) Aبافت غضروف در محلول كلاژنـاژ   . كشت بافت غضروف.2شكل 

 هــا در حــال مهــاجرت از بافــت غــضروف   كندروســيت.)×10: بزرگنمــايي

تك لايـه اي از سـلولهاي كندروسـيت در          ).×20: ؛ بزرگنمايي B(مشاهده شد 

  ).×40: ؛ بزرگنماييC(كشت اوليه ايجاد شد
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   رنگ آميزي تلوئيدن بلو

دهنده آن بود كه      نشانآميزي تولوئيدن بلو     از رنگ حاصل  نتايج  

اد كندروسيتها دو برابر سلولهاي مزانـشيمي       در گروهي كه تعد   

صــورت  بــود، مــاتريكس متاكروماتيــك بــه مقــدار زيــاد و بــه 

يـك قـسمت     (1/1در گروهها ي    . يكنواخت توليد شده است   

دو قـسمت    (2/1،  )يك قسمت كندروسـيت   /  سلول مزانشيمي 

ــشيمي  ــلول مزان ــيت /  س ــسمت كندروس ــك ق ــاتريكس  )ي م

كـم و    متاكروماتيك كه نشانه تمايز به غضروف است به مقدار        

ايـن   همچنـين بـر اسـاس     . صورت پراكنده توليد شـده بـود        به

ــصاوير در گــروه كنتــرل    محــيط  در ســلول مزانــشيمي  (ت

 TGF (Transforming Growts Factor r-B3)كندروژنيك حـاوي  

B3 و BMP6 (Bone Morphologenic Protein-6)   مـاتريكس  نيز

 1/2متاكروماتيك تشكيل شده بود ولي ميزان آن كمتر از گروه           

  .به نظر رسيد

  

                                
  

 نـسبت    ،)×20؛ بزرگنمـايي    A(خاصيت متاكرومازي مـشاهده نـشد       ) كندروسيت 1سلولهاي مزانشيمي به  1 (1/1نسبت سلولي   .  رنگ آميزي تلوئيدن بلو    .3شكل  

، نـسبت ســلولي  )×20؛ بزرگنمـايي B( خاصـيت متاكرومـازي رنـگ در ايـن گـروه نيـز مـشاهده نـشد        ) مزانـشييمي  2بـه    سـلولهاي كندروسـيت   1 (2/1سـلولي  

تمايز به غضروف سـلولهاي مزانـشيمي بـه روش كـشت     (، نمونه كنترل )×20؛ بزرگنمايي  C(خاصيت متاكرومازي مشاهده شد     )  مزانشيمي 1كندروسيت به   2(1/2

  )×20؛ بزرگنمايي D ( گروه نيز خاصيت متاكرومازي مشاهده شددر اين)پلت

  

RT-PCR   

  -موافق نتايج رنگ آميزي تولوئيدن RT-PCR حاصل از يجنتا

  

كـه بيـشترين متاكرومـازي را داشـت،          1/2در گـروه  . بلو بـود  

mRNA               اگريكان به مقدار زيـادي توليـد شـده بـود در نمونـه 
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نيز مقدار بيان اگريكـان     ) به تنهايي   سلولهاي مزانشيمي   (كنترل  

زياد بود در حاليكه در دو گروه ديگر بانـد تـشكيل شـده كـم                

 1/2 نيز، باند مربوط بـه گـروه         Xدر مورد كلاژن    . رنگ تر بود  

ژن . مشابه گروه كنترل، پـر رنـگ تـر از دو گـروه ديگـر بـود                

 تقريبا به يك اندازه در گروههاي مختلف بيـان شـده            IIكلاژن  

  .بود
  

  
  

هـاي سـلولي      در تمـام نـسبت        II ژن كلاژن تيپ     RT-PCR .4شكل    

 و آگريكـان در نـسبت سـلولي         Xژنهاي كلاژن   . بيان مشابه داشت    

سلولهاي مزانشيمي كشت شـده در محـيط        ( مشابه نمونه كنترل   1/2

هـا  بيـان       كه در سـايرگروه      بيان بالايي داشت در حالي      )كندروژنيك

 .كمتري نشان داد

  

 بحث
موشــي بــا نــسبتهاي   ســلولهاي مزانــشيمي در مطالعــه حاضــر

مختلف با سلولهاي كندروسيت غضروفي رت مخلوط شـد و          

ــيط Micro-massدر يـــك سيـــستم  ــتفاده از محـ  بـــدون اسـ

و در پايـان وقـوع     روز كـشت شـد  21كندروژنيك به مـدت  

. بررسي شد   كندروژنزيس با روشهاي مولكولي و هيستوشيمي       

 سلولهاي كندروسـيت دو     بر اساس نتايج در گروهي كه تعداد      

 بود ماتريكس متاكروماتيـك بيـشتري        برابر سلولهاي مزانشيمي  

ترشح شد و شاخصهاي ژني غضروف موشي با شدت بيشتري      

همچنين در اين گـروه در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل              . بيان شد 

 در حـضور      سـلولهاي مزانـشيمي    Micro-massسيستم كـشت    (

  .شح شده بودماتريكس بيشتري تر) محيط كندروژنيك

لاي سـلولها، نـشانه       البته ترشح ماتريكس متاكروماتيك در لابه     

در مطالعه حاضـر ،     . حضور سلولهاي غضروفي در محل است     

توانـد از جانـب هـر دو نـوع سـلول        ترشح اين ماتريكس مـي    

موشي تمايز يافته به كندروسـيت و كندروسـيتهاي         _مزانشيمي

با توجه بـه    .اشدجدا شده از غضروف دنده اي صورت گرفته ب        

اينكه هدف مطالعه حاضر بررسي تمايز به غضروف سـلولهاي          

در زمان هـم كـشتي بـا كندروسـيتهاي بـالغ بـود ،                 مزانشيمي  

بنابراين به منظور تفكيك بيشتر ، وقوع اين تمـايز بـا بررسـي              

ژنهاي ويژه غضروفي با استفاده از پرايمرهـاي طراحـي شـده            

يج تحقيق حاضر نـشان داد      نتا. براي غضروف موشي آناليز شد    

هاي هم كشتي بيـان شـده         كه ژنهاي غضروف موشي در گروه     

است كه اين مطلب نشانگر اين اسـت كـه حـداقل بخـشي از               

تمـايز يافتـه      ماتريكس ترشحي از جانب سلولهاي مزانـشيمي        

 .  موشي صورت گرفته است

  ، سلولهاي مزانشيمي  2004 و همكاران در سال      (Kohei)كوهي  

 Micromassرا با كندروسيتهاي گاوي در يـك سيـستم          انساني  

دهنده اين بود كـه سـلولهاي    هم كشتي دادند و نتايج آنها نشان    

در . يابنـد   به غضروف تمـايز نمـي       در چنين سيستمي    مزانشيمي  

شايد اين ]. 1[حاليكه نتايج مطالعه حاضر خلاف آنرا نشان داد      

و مطالعـه   اختلاف در نتـايج بـه دليـل تفاوتهـاي كـار حاضـر               

در تحقيـق حاضـر بـراي هـم كـشتي از            . محققين فوق باشـد   

كـه    سلولهاي موش سوري و رت استفاده شده است در حـالي          

 و همكاران از سلولهاي انساني و گـاوي بـراي           (Kohei)كوهي  

نكته ديگـر ايـن اسـت كـه در          . ايجاد هم كشتي استفاده كردند    

ي، محيط  مطالعه حاضر محيط مورد استفاده در سيستم هم كشت        

معمولي تكثير بود ولـي محققـين فـوق جهـت هـم كـشتي از                

 TGF B3 و BMP6محيط كندروژنيك حاوي فاكتورهاي رشـد  

  .استفاده كردند

در مطالعه حاضر براي ايجاد سيستم هـم كـشتي از سـلولهاي             

استخراج شده از مغز اسـتخوان مـوش نـژاد            بنيادي مزانشيمي   

NMRI  نـوين جـدا شـدند      اين سـلولها بـا روش     .  استفاده شد  .

محققان حاضر در مطالعه پيشين روش جدا سـازي و پتانـسيل         
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و در مطالعـه    ] 22-23[ايم    تمايزي آنها را به تفضيل نشان داده      

حاضر پتانسيل تمايز بـه غـضروف آنهـا را در هـم كـشتي بـا                 

موشي مدل    سلولهاي مزانشيمي . كندروسيتهاي رتي بررسي شد   

شود؛ با ايـن وجـود      سوب مي تحقيقاتي مناسبي براي انسان مح    

انــساني  از نظــر جداســازي و كــشت بــا ســلولهاي مزانــشيمي

آنها  بـا مـشكلاتي از        تفاوتهايي دارد از اين نظر كه جداسازي      

در محيط كشت     قبيل رشد بيش از حد سلولهاي غير مزانشيمي       

به همين دليل تا كنون     ]. 25و24[و عدم تكثير آنها همراه است       

اي جدا سازي و تكثير آنها پيشنهاد شده        روشهاي گوناگوني بر  

در مطالعه حاضر سلولهاي فوق با روش كشت با تراكم          . است

پايين از مغز استخوان جدا و تكثير شد و در سيستم هم كشتي             

با كندروسيتهاي رتي، آنها را بـه سـمت غـضروف تمـايز داده              

  .شد

نتــايج تحقيــق حاضــر نــشان دهنــده ايــن بــود كــه ســلولهاي 

در زمان هم كشتي با كندروسيتهاي رتي در نسبتهاي          مزانشيمي

متفاوت درجات مختلفي از ترشح ماتريكس غضروفي و بيـان          

را نشان  ) Aggrecan و     II   ، Xكلاژن  (ژنهاي شاخص غضروف    

كه تعـداد سـلولهاي كندروسـيت رتـي دو         تنها در زماني  . دادند

 mRNAبـود بيـشترين مـاتريكس و          برابر سـلولهاي مزانـشيمي    

اين مطلب نشان دهنده اين     . گر غضروف موشي توليد شد    نشان

بـا كندروسـيت، تعـداد       است كه در تعامـل سـلول مزانـشيمي          

رسـد ايـن تعامـل تنهـا          سلول هم كشتي مهم است به نظر مـي        

 بـا دو سـلول كندروسـيت  در           زمانيكه يك سـلول مزانـشيمي     

ارتباط است حداكثر  تمايز به غضروف را در سلول مزانشيمي           

  .كند اد ميايج 

 مـاتريكس   1 بـه    2 و   1 بـه    1با توجه بـه اينكـه در نـسبتهاي          

توان چنين استنتاج كرد كـه        متاكروماتيك زيادي ترشح نشد مي    

طور كامل در اين نسبتها بـه          به  ضمن اينكه سلولهاي مزانشيمي   

غضروف تمايز نيافته اند بلكـه سـلولهاي كندروسـيت نيـز تـا              

د و حتي هم كشتي با سـلول        ان  حدودي دچار تمايز زدايي شده    

. نيز نتوانسته از تمايز زدايي آنهـا جلـوگيري نمايـد            مزانشيمي  

البته ما بيان ژنهاي ويژه غضروف را در كندروسيتهاي رتي كـه            

به عنوان سلول هم كشتي در ايـن مطالعـه اسـتفاده شـده بـود                

را بـر كـشت       بررسي نشد تا تاثير متقابل سـلولهاي مزانـشيمي          

ررسي كنيم  ولي شواهد حـاكي از ايـن بـود كـه              كندروسيتها ب 

سلولهاي فوق در سيستم هم كشتي تـا حـدودي دچـار تمـايز          

اند البته تمايز زدايي كندروسيتها در محـيط كـشت،           زدايي شده 

  ].7-9[در مطالعات پيشين نيز گزاراش شده است 

رسـيد    يكي ديگر از نكات مطالعه حاضر اين بود كه به نظر مي           

 در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل          2 بـه    1 كـشتي    كه در گروه هـم    

كندوژنزيس بـا شـدت     )  تنها در محيط كندروژنيك     مزانشيمي(

) ماتريكس بيشتري ترشح شده بـود     (بيشتري اتفاق افتاده است     

وضـوح مـشخص       بـه  D و   C بخـش    3كه اين مطلب در شكل      

ماتريكس متاكروماتيك بنفش رنگ در گروه هم كـشتي         (است  

رسـد هـم كـشتي بـا          بـه نظـر مـي     ). ستبيش از گروه كنترل ا    

ســلولهاي غــضروفي ســيگنالهاي كنــدروژنيك قــوي تــري در 

مقايسه با محيط كندروژنيك حـاوي فاكتورهـاي رشـد ايجـاد            

كند البته اين نكته كه سيستم هـم كـشتي بـا فـراهم كـردن                  مي

 ســيگنالهاي  Transductionتمــاس مــستقيم ســلول بــه ســلول،

ر نتيجه تمايز سـلولي را تـسهيل        كند و د    مولكولي را كاراتر مي   

ولـي تـا    ]. 12[نمايد در مطالعات پيشين نيز ذكر شده است           مي

بحال سيستم هم كشتي با  سيـستم كـشت  روتـين تمـايز بـه                 

  .مقايسه نشده است) Micro-massسيستم كشت (غضروف 

با   توان گفت سيستم هم كشتي سلول مزانشيمي          طور كلي مي    به

اي تمايز كندروژنيك اين سـلولها      كندروسيت روش مناسبي بر   

شود در اين سيستم نسبت سلولهاي هم كشتي در           محسوب مي 

ــشانگر   ــان ژنهــاي ن ميــزان ترشــح مــاتريكس غــضروفي و بي

 . غضروفي موثر است

 
  تقدير و تشكر 

مطالعه حاضر با حمايتهاي مالي سازمان گسترش و نو سـازي            

  .صنايع انجام گرفته است
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  3ن، سال چهارم،  شماره مجله علوم تشريح ايرا
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