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مقدمه

سـلول بنیـادی، مـادر تمـام سـلول‌ها اسـت و توانایـی تبدیـل بـه تمـام سـلول‌های بـدن را دارد. ایـن سـلول‌ها توانایی خود 
نوسـازی )Self Renewing( و تمایـز )Differentiating( بـه انـواع سـلول‌ها از جملـه سـلول‌های خونـی، قلبـی، عصبـی و 
غضروفـی را دارنـد. هـم چنیـن در بازسـازی و ترمیـم بافت‌هـای مختلف بـدن بدنبال آسـیب و جراحت موثر بـوده و می‌توانند 
بـه درون بافت‌هـای آسـیب دیـده‌ای کـه بخش عمده سـلول‌های آنها از بین رفته اسـت، پیوند زده‌شـوند و جایگزین سـلول‌های 
آسـیب دیـده شـده و بـه ترمیـم و رفع نقص در آن بافـت بپردازند.سـلول‌های بنیادی مشـتق از بافت چربی، سـلول‌های بنیادی 
مزانشـیمی بـا ظرفیـت خـود نوسـازی و توانایـی تمایز هسـتند و می‌توان به آسـانی از بافت‌هـای چربی جدا کـرد و در درمان 

با سـلول‌های بنیادی و پزشـکی بازسـاختی اسـتفاده نمود.
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چکیده
شـواهد حاصـل از تحقیقـات پیـش بالینـی و آزمایشـات بالینـی اسـتفاده از بخـش عروقـی اسـترومایی )SVF( را به عنوان درمـان برای  
مـورد اسـتفاده‌های متعـدد نشـان می‌دهـد. ایـن نتایـج نشـان می‌دهـد کـه SVF اتولـوگ نـه تنهـا بی‌خطـر و مؤثر اسـت، بلکه اثـرات ضد 
التهابـی، تعدیل‌کننـده ایمنـی و ترمیمـی قـوی را در داخـل بـدن ارائـه می‌کند. قـدرت SVF به ترکیب سـلولی مربوط می‌شـود که شـامل 
سـلول‌های بنیـادی مشـتق از چربـی )ASCs( ، سـلول‌های چربـی، سـلول‌های اندوتلیـال و سـلول‌های مختلـف ایمنـی می‌باشـد. همانطور 
کـه از نـام آن پیداسـت، ایـن سـلول‌های SVF از محفظـه اسـترومای چربـی یـا چربی حاصل می‌شـوند. پس از هضم ، سـلول‌های تشـکیل 
دهنـده چربـی آزاد می‌شـوند و بـه عنـوان SVF جمع می‌شـوند. فرکانسـهای سـلولی موجـود در SVF را می‌تـوان با اسـتفاده از یک روش 
مبتنـی بـر آنتـی بـادی فلورسـنت که بـه عنوان فلوسـیتومتری جریان شـناخته می شـود، ارزیابی کـرد. در فصـل بعد یک پروتـکل عملیاتی 
اسـتاندارد ارائـه شـده اسـت کـه این برداشـت بافـت چربی از موشـهای آزمایشـگاهی گرفته تـا جداسـازی و توصیف SVF را شـرح می‌دهد.

کلمات کلیدی: شکاف عروق استرومال، سلول‌های بنیادی مشتق از چربی، بافت چربی، فلوسایتومتری، ایمونوفنوتایپینگ

1ـ مقدمه

چربـی بزرگتریـن عضـو غـدد درون ریـز بـدن که در تنظیم حـرارت، عایق بنـدی ، ضربه گیـر و ذخیره انـرژی درگیر اسـت ]1 ، 2[. این 
یـک بافـت بسـیار عروقـی اسـت کـه عمدتـا از بافـت همبنـد و سـلول‌های چربی تشـکیل شـده اسـت و منبـع جذب سـلول‌های بنیـادی به 
نـام سـلول‌های بنیـادی مشـتق از چربـی )ASCs( اسـت ]3 ، 4[. هنـگام جمـع آوری، هضم و سـانتریفیوژ چربی ، سـه لایه ایجاد می‌شـود. 
 ASC ، مینامنـد ]4,5[. ایـن رسـوب سـلولی غلیظ حاوی سـلول‌های چربـی )SVF( لایـه زیریـن یـا رسـوب را شـکاف عروقـی اسـترومال
، سـلول‌های اندوتلیـال و انـواع بیشـماری از سـلول‌های ایمنـی اسـت ]2,3[. از نظـر بالینـی، اهداکننـدگان چربـی اتولـوگ می‌تواننـد با یک 
روش لیپوساکشـن بـا حداقـل تهاجمـی از بیـن برونـد و سـپس به سـرعت هضم ، پـردازش و مجـدداً در همـان روش به بیمـار SVF تجویز 

شـوند]6[. ایـن منبـع فـراوان سـلول هـا اثرات ضـد التهابی، ایمنـی بدن و اثـرات جبرانـی را در داخل بدن نشـان داده اسـت ]7[.
در انسـان ، SVF معمـولاً بـرای تکمیـل پیونـد چربـی در جراحی‌هـای زیبایـی و بازسـازی مورد اسـتفاده قـرار می‌گیرد و اعتقـاد بر این 
اسـت کـه رونـد جـذب را کاهـش می‌دهد ]6،8[. داروهای دامپزشـکی، درمان بی خطر و مؤثر از آسـیب دیدگی اسـتخوان، تانـدون و مفاصل 
و آرتـروز را در بیـش از هـزاران حیـوان بزرگ نشـان داده اسـت ]9،10[. در یـک مدل موش مالتیپـل اسـکلروزیس، SVF تضعیف بیماری ، 
مدولاسـیون محیط التهابی و بهبود عملکرد حرکتی را نشـان داده اسـت ]12, 11[. در مجموع ، این شـواهد نشـان دهنده اسـتفاده بیخطر 

و مؤثر از SVF برای درمان بسـیاری از نشـانه‌های پزشـکی اسـت.

فصل 1: 

جداسازی و تجزیه و تحلیل فلوسایتومتری شکاف عروقی استرومال 

جدا شده از بافت چربی موش

Annie C. Bowles, Alan Tucker, and Bruce A. Bunnell



فصل اول6

در ایـن فصـل روشـی کـه بـه طور گسـتردهای مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه در جداسـازی SVF از چربی موش اسـت که نتایج مـداوم را 
به همراه دارد و به راحتی تکثیر می‌شـود. پروتکل با برداشـت بافت چربی سـفید کشـاله ران از موشـها شـروع می-شـود و سـپس روشـهای 
هضـم ، جداسـازی و خصوصیـات  ترکیـب SVF را شـرح می‌دهـد. علاوه بـر ایـن ، یـک قطعـه جامـع از نشـانگرهای سـلولی بـرای آنالیـز 

فلوسـیتومتری جریـان بـرای تعییـن فراوانـی انواع سـلول‌های مـورد نظر در SVF فراهم شـده اسـت.

2ـ مواد

.6 / C57Bl 2.1  حیوانات        1. موشهای

.)Dulbecco’s modified Eagle medium: Ham’s F-12 (DMEM/F-12 1        2.2 معرف ها

2. سرم جنین گاو )FBS(، اهمیت انتخاب ، هیبریدوما واجد شرایط گرما غیرفعال نیست.
.)NaCl( در محلول از 0.85% سدیم کلراید )L (200 mM-3.گلوتامین

.)100 ;anti-anti×(  4. آنتی بیوتیک - ضد میکروبی
.1 ,+Mg2 × یا +Ca2 بدون )PBS( 5. بافر فسفات نمک دار

6. آلبومین سرم گاوی )BSA( ، پودر لیوفیلیزه ، اساساً فاقد اسید چرب.
.U/mg 390، I 7. کلاژناز نوع

.))HBSS در حلقه  محلول متعادل  نمک )EDTA( 8. 0.25%  تریپسین و 1 میلی مولار اسید اتیلن دی آمینتراستیک
.NaCl ٪0.85 در محلول از Trypan Blue ٪0.4 .9

.)DDI-H2O( 10. آب مقطر ، دیونیزه شده
.PBS در )PFA( 11. 4 %  پارا فرمالدئید

12. تثبیت کننده/ کنسانتره نفوذپذیری.
13. تثبیت کننده / رقیق کننده نفوذپذیری.

2.3 لوازم

1. آنتی بادیهای فلوسیتومتری )جدول 1 را ببینید(.
2. 500 میلی‌لیتر واحد تصفیه محور خلاء با اندازه منافذ 0.22 میکرومتر.

3. قیچی استریل و فورسپس.
4.لوله‌های جمع آوری پلی استایرن 50 میلی لیتری استریل.

5. 50 میلی‌لیتر واحد تصفیه محور خلاء با اندازه منافذ 0.22 میکرومتر.
6. لوله های میکروسانتریفیوژ استریل.

7. میکروپیپتها و پیپتها با سریهای  استریل.
8.پارافیلم 
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 3. Sterile scissors and forceps.
 4. Sterile 50 ml polystyrene collection tubes.
 5. 50 ml vacuum-driven filtration unit with 0.22-μm pore size.
 6. Sterile microcentrifuge tubes.
 7. Micropipettes and pipettes with sterile tips.
 8. Parafilm.

 1. Scale milligram to gram measurements.
 2. Biological safety cabinet, class II with vacuum aspiration 

source with tubing and waste container.
 3. Incubator, water jacketed and humidified with 5% CO2, 

maintained at 37 °C
 4. Inverted phase-contrast microscope.
 5. Large and small centrifuges.

2.4 Equipment

Table 1 
Anti-mouse antibodies for determining the cell frequencies in the SVF

Antibody Clone Isotype Affinity

CD3 17A2 IgG All T cells

CD4 GK1.5 IgG2b Helper T cells, regulatory T cells

CD8 53–6.7 IgG2b Cytotoxic T cells

CD14 SA2–8 IgG2a Monocytes/macrophages

CD19 1D3 IgG2a B cells

CD25 7D4 IgG2a Regulatory T cells

CD31 390 IgG2a Endothelial cells, lymphocytes

CD34 RAM34 IgG2a HSC, dendritic cells

CD36 72-1 IgG2a Dendritic cells, monocytes/macrophages

CD45 30-F11 IgG2b All leukocytes

CD68a FA11 IgG2a Monocytes/macrophages

CD90 HIS51 IgG2a HSC, MSC, monocytes/macrophages

F4/80 BM8 IgG2a Dendritic cells, monocytes

FCeR1 MAR-1 IgG Mast cells

foxp3a FJK-16 s IgG2a Regulatory T cells

Ly6G RB6-8C5 IgG2 Granulocytes

Sca-1 D7 IgG2a HSC, MSC

HSC hematopoietic stem cells, MSC mesenchymal stem cells
aIntracellular markers that require fixation and permeabilization protocol 

Isolation and Flow Cytometric Analysis of the Stromal Vascular Fraction Isolated…

MSC  سلول های بنیادی مزانشیمی ، HSC سلول های بنیادی خونساز
نشانگرهای داخل سلولی که به پروتکل تثبیت و نفوذپذیری نیاز دارند

2.4 تجهیزات 

1. ترازو میلی گرم تا اندازه گیری گرم.
2. اتاق ایمنی بیولوژیکی ، کلاس II با منبع آسپیراسیون خلاء با لوله و ظروف زباله.

3.انکوباتور، گرماگیر آبی و مرطوب ساختن با CO2 ٪5 ، در دمای 37 درجه سانتیگراد حفظ می شود.
4.میکروسکوپ کنتراست فاز معکوس.

5. سانتریفیوژهای بزرگ و کوچک. 
6. انکوباتور راکر 

7. فلوسایتومتر ، با قابلیت هشت رنگ.
8. حمام آب با آب اتوکلاو شده، در دمای 37 درجه سانتی گراد نگهداری می‌شود.

2.5 محلولها 

.)12-CCM): Dulbecco’s modified Eagle medium: Ham’s F 1. محیط کشت کامل
10٪ سرم جنین گاوی.

mM L 2 ٪1-گلوتامین.
1٪ آنتی بیوتیک - ضد میکروبی.

:)PBS ؛ گرم  از چربی به میلی لیتر از W / V( 2. محلول هضم چربی
 I 0.1% کلاژناز نوع

.BSA ٪1
.)1: 3( DDI-H2O در PFA ٪4 :)اختیاری( PFA ٪1 .3
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4. تثبیت کار/ محلول نفوذپذیری : کنسانتره تثبیت / نفوذپذیری در رقیق کننده )1:3(. 
Working Perm. Buffer.5 ×1

10.)1:10( Perm. Buffer in DDI-H2O  ×  

3ـ روش

3.1 جداسازی بافت چربی سفید کشاله ران 

روش زیـر بعـد از کشـتن حیوانـات آزمایشـی انجـام مـی شـود. توصيـه مـي شـود كه هر حيـوان از پشـت سـر در جایی كه سـطح بطن 
بـراي جداسـازي بافـت چربـي سـفيد از ناحيه دروني در دسـترس اسـت ، امن باشـد )شـكل 1(.

1. با استفاده از فورسپس و قیچی جراحی برش کوچکی را در زیر ساق پا ایجاد کنید.
2. قیچی را درون برش و ایجاد شکاف بین پوست و حفره تشکیل دهید.

3. از برش اولیه تا ناحیه دستگاه تناسلی برش بزرگ و عمودی ایجاد کنید.
4. بـا ایمـن کـردن پوسـت بـا فورسـپس و قـرار دادن قیچـی بین پوسـت و صفاقـی و به دنبال آن شـکاف های صـاف ، شـکاف هایی در 

اطـراف هـر پهلو درسـت کنید.
5. از برش اولیه تا پشت یک طرف موش برش افقی ایجاد کنید.

6. پد چربی اینگوینال را که بین پوست و حفره قرار دهید.
7. پوست داخل را ببندید و گوشه شل را با اطمینان بچسبانید.

8.غدد لنفاوی واقع در وسط پت چربی را شناسایی و از بین ببرید )به یادداشت 1 مراجعه کنید(.
9. کل پد چربی را با دقت جدا کرده و چربی را در یک لوله مخروطی جمع کنید.

10. برای برداشتن پد چربی اینگوینال جایگزین، مراحل 9-5 را تکرار کنید.

شکل 1. جداسازی بافت چربی سفید اینگوینال از موش ها

3.2 جداسازی از شکاف عروقی استرومال 

1. بافت چربی را در یک لوله مخروطی 50 میلی لیتری جمع کنید.
2. چربی را وزن کنید.
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زیر یک هود ایمنی زیستی:
3. با اضافه کردن مقدار زیادی PBS چربی را بشویید وبه شدت لوله مخروطی بسته شده را تکان دهید.

4. چربی را به یک لوله تازه منتقل کنید.
5. مراحل 3 و 4 را تکرار کنید تا محلول پاک شود.

6. چربی شسته شده را به یک لوله تازه منتقل کنید. لوله مخروطی حاوی بافت چربی را کنار بگذارید.
7. در یک لوله مخروطی 50 میلی لیتری تازه ، محلول هضم را تهیه کنید.

8. به آرامی لوله مخروطی را تکان دهید تا املاح حل شود؛ پیچ ندهید.
9. سیستم تصفیه خلاء یکبار مصرف 50 میلی لیتر با اندازه منافذ 0.22 میکرومتر را به لوله مخروطی با محلول هضم ایمن کنید.

10. لوله های خلا را به قسمت فیلتر و درگاه خلاء وصل کنید.
11. محلول هضم را درون لوله جمع آوری شده ملحق کنید.

12. محلول هضم فیلتر شده را به لوله حاوی بافت چربی اضافه کنید.
13. یک تایمر را به مدت 1 ساعت شروع کنید.

14. سـریعاً چربـی موجـود در محلـول هضـم را بـا قیچـی بـا بـرش حرکـت به سـمت پاییـن در لوله مخلـوط کنید )بـه نکتـه 2 مراجعه 
. کنید(

15. پارافیلم را در بالای لوله قرار دهید تا محکم چسبانده شود.
16. لوله با بافت چربی را در محلول هضم داخل یک شیکر انکوباتور قرار دهید.

17. چربـی را در محلـول هضـم در 37 درجـه سـانتیگراد در انکوباتـور بـرای مـدت زمان باقـی مانده انکوبه کنید. سـرعت شـیکر را روی 
100 دور در دقیقـه تنظیـم کنید.

از این پس تحت یک اتاق ایمنی بیولوژیکی ادامه دهید.
18. 500 میلی لیتر CCM را آماده کنید.

19. با استفاده از واحد تصفیه 500 میلی لیتری خلاء با اندازه منافذ 0.22 میکرومتر ، CCM را درون مخزن مجموعه فیلتر کنید.
CCM .20 گرم شده در حمام آب در دمای 37 درجه سانتیگراد )به یادداشت 3 مراجعه کنید(.

21. پس از 1 ساعت کمون چربی در محلول هضم ، لوله را از شیکر انکوباتور جدا کرده و در زیر هود ایمنی زیستی برگردانید.
22. محلول هضم را با اضافه کردن v / v)) CCM به لوله خنثی کنید.
23. درپوش لوله را گذاشته و چندین بار معکوس کنید تا مخلوط شود.

.)RT( 24. لوله مخروطی  را به مدت 5 دقیقه در ×500 گرم در دمای اتاق  سانتریفیوژ کنید
25.لوله مخروطی را جدا کرده و تکان دهید تا در آزاد سازی سلول ها از بافت کمک کند.

26.  دوباره لوله مخروطی را به مدت 5 دقیقه در × 500 گرم در RT سانتریفیوژ کنید.
27. لوله مخروطی را با دقت از سانتریفیوژ جدا کنید. مطمئن باشید که لایه ها را مختل نمی کنید.

28. لایه های بالای مایع را با احتیاط خالی کنید و رسوبی از کسر عروقی استروما )SVF( را باقی بگذارید.
CCM .29 را به لوله مخروطي اضافه كنيد تا سلول های SVF را با پيپ كردن چندين بار به حالت تعليق درآورد.

30. سیسـتم تعلیـق سـلولی را از طریـق گاز اسـتریل فیلتـر کنیـد تـا موهـا یا بقایـای بزرگ برداشـته شـود و در یک لولـه مخروطی 50 
میلـی لیتـری تازه جمع شـود.

31. سلول های زنده را با استفاده از روش حذف Trypan Blue بشمارید و تعداد سلول های زنده را تعیین کنید.
محلـول اکنون شـامل یک سیسـتم تعلیق تک سـلولی سـلول های SVF اسـت. سـلول هـا را می تـوان در محلول نمکی جهت اسـتفاده 

آزمایشـی تهیـه کـرد یـا با تجزیه و تحلیل فلوسـیتومتری جریان داد ، همانطور که در زیر شـرح داده شـده اسـت.
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3.3 رنگ آمیزی سلولها برای تجزیه و تحلیل فلوسایتومتری 

1. غلظت سلول های زنده SVF را در حجم شناخته شده PBS تعیین کنید.
2. بـرای هـر پروتـکل تقریبـا تقسـیم سـلول های بیـن 2.5 × 105 و 5 × 105  در هـر 100 میکرولیتـر در هر لوله میکروسـانتریفوژ قرار 

دارد )جدول 2 ؛ توجه داشـته باشـید 4(.
3.رنـگ کـردن سـلول هـای در هـر لولـه میکروسـانتریفیوژ بـا پیپتینـگ  ul 1-5 از هـر آنتی بـادی در هر صفحـه با توجه بـه جدول 2. 
تیتراسـیون اولیـه آنتـی بـادی هـا ، میـزان مناسـب آنتـی بـادی مـورد اسـتفاده در هـر نمونـه را تعیین می کنـد. )آنتـی بادی اضافـی برای 

رنـگ آمیـزی زنده و مـرده اختیاری اسـت(.
4. لوله  ها را به مدت 5 ثانیه بپوشانید و پیچ دهید.

5. لوله ها را به مدت 15 دقیقه در RT در تاریکی انکوبه کنید.
6. با اضافه کردن 1.0-1.5 میلی لیتر PBS به هر لوله بشویید.

 7. لوله ها را در × 500  گرم به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ کنید .
8. خیلـی سـریع لولـه را معکـوس کنیـد و یکبـار ضایعـات آن را در بشـر خالـی کنید. ایـن کار باعث می شـود تقریبـاً 100 میکرولیتر بر 

روی رسـوب سـلول باقی بماند.
9. )اختیاری( مراحل 6-11 را برای آنتی بادیهای ثانویه تکرار کنید.

10. دوباره با تکرار مراحل 9-11 دوباره بشویید.

SVF جدول 2: پانل نمونه برای تجزیه و تحلیل فرکانسهای زیر مجموعه‌ها در
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 1. Determine the concentration of live SVF cells in known volume 
of PBS.

 2. Aliquot between 2.5 × 105 and 5 × 105 cells in approximately 
100 μl per microcentrifuge tube for each protocol (Table 2; see 
Note 4).

 3. Stain cells in each microcentrifuge tube by pipetting 1–5 μl of 
each antibody in each panel according to Table 2. Initial titration 
of antibodies will determine appropriate volume of antibody 
used per sample. (Additional antibody for live/dead staining is 
optional).

 4. Cap and vortex tubes for 5 s.
 5. Incubate tubes for 15 min at RT in the dark.
 6. Wash by adding 1.0–1.5 ml of PBS to each tube.
 7. Centrifuge tubes at 500 ×g for 5 min.
 8. Decant by quickly inverting tube once over a waste beaker. 

This should allow approximately 100 μl to remain over the cell 
pellet.

 9. (Optional) Repeat steps 6–11 for secondary antibodies.
 10. Wash again by repeating steps 9–11.

3.3 Staining Cells 
for Flow Cytometric 
Analysis

Table 2 
Sample panel for analysis of the frequencies of subpopulations within the SVF

Panel
Antibody–
fluorochrome

Protocol 1
Requires fixation and permeabilizationa

CD4–PE
CD3–PE610
CDCD8–PeCy5
foxp3–APCa

Protocol 2 CD19–PE610
FCεRI–PeCy7
CD45–APC

Protocol 3 CD31–PE
CD90–PE610
Sca-1–PeCy5

Protocol 4
Isotype controls

IgG1–FITC
IgG2a–PE

†This panel can be used to analyze either GFP+ cells or GFP− cells utilizing the FL 1 
(488/530 nm) to evaluate the GFP-expressing populations [13]
aIntracellular markers that require fixation and permeabilization protocol

Isolation and Flow Cytometric Analysis of the Stromal Vascular Fraction Isolated…

† این پانل می‌تواند برای تجزیه و تحلیل یا سلول های + GFP یا سلول های− GFP با استفاده از FL 1 )530/488 نانومتر( برای ارزیابی جمعیتهای 
بیانگر GFP استفاده شود ]13[.

a  مارکرهای داخل سلولی که نیاز به پروتکل ثابت و نفوذپذیری نیاز دارند

سلولها برای تجزیه و تحلیل فوری با استفاده از یک دستگاه فلوسایتومتری آماده می‌شوند.
از طرف دیگر ، سلول‌های برچسب خورده را می‌توان با تثبیت نگه داشته و در دمای 4 درجه سانتیگراد برای تجزیه و تحلیل تا 1 هفته 

ذخیره کرد. در صورت تمایل ، مراحل بعدی برای این پروتکل باید انجام شود:
1. سلول ها را با اضافه کردن 500 میکرولیتر از 1% پارافرمالدئید به هر لوله ثابت کنید.

2. سلول ها را به مدت 5 دقیقه در RT در تاریکی انکوبه کنید.
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3. 1.0 میلی لیتر PBS اضافه کنید.
4. لوله ها را در 500 × گرم به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ کنید.

5. لوله را خیلی سریع برعکس کنید و یکبار ضایعات آن را در بشر خالی کنید.
6. به هر لوله 1.0 میلی لیتر PBS اضافه کنید.

7. لوله ها را در 500 × گرم به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ کنید.
8. مراحل 5 و 6 را تکرار کنید.

9. 400 میکرولیتر PBS به هر لوله اضافه کنید )به یادداشت 5 مراجعه کنید(.
10. بپیچانید. نمونه ها می توانند بلافاصله در دمای 4 درجه سانتیگراد تجزیه و تحلیل و یا ذخیره شوند)جدول 3(.

SVF جدول 3: استراتژی گتینگ برای شناسایی زیر مجموعه های  سلول‌های موجود در

8

Cells are prepared for immediate analysis using a flow cytom-
eter. Alternatively, tagged cells can be preserved by fixation and 
stored at 4 °C for analysis up 1 week. If this is desired, additional 
steps to this protocol must then be performed:

 1. Fix cells by adding 500  μl of 1% paraformaldehyde to each 
tube.

 2. Incubate cells for 5 min at RT in the dark.
 3. Add 1.0 ml of PBS.
 4. Centrifuge tubes at 500 × g for 5 min.
 5. Decant by quickly inverting tube once over a waste beaker.
 6. Add 1.0 ml of PBS to each tube.
 7. Centrifuge tubes at 500 × g for 5 min.
 8. Repeat steps 5 and 6.
 9. Add 400 μl of PBS to each tube (see Note 5).
 10. Vortex. Samples can be immediately analyzed or stored at 4 °C 

(Table 3).

Table 3 
Gating strategy for identification of subpopulations of cells in SVF

Cell type Cell marker expression

Adipocytes CD45+ CD34− CD36+

Hematopoietic stem cells CD45+ CD34+ CD31−  
Sca-1+ CD90+

Mesenchymal stem cells CD45− CD31− Sca-1+ CD90+

Smooth muscle cells CD45− CD34dim CD31−

Endothelial cells CD45− CD34+ CD31+ CD36+

Granulocytes CD45+ CD34− Ly6G+

B cells CD45+ F4/80− CD19+

Natural killer cells CD45+ F4/80− CD19−

Dendritic cells CD45+ F4/80+ CD34+

Monocytes/macrophages CD45+ F4/80+ CD14+CD68+

Regulatory T cells CD3+ CD4+ CD25+ foxp3+

Cytotoxic T cells CD3+ CD8+

Helper T cells CD3+ CD4+CD25−

Mast cells CD45+ FcεR1+

Annie C. Bowles et al.

4ـ یادداشت‌ها

1. گره لنفاوی را می‌توان در همگرایی عروق خونی به راحتی شناسایی کرد. 
2. هرچه بیشتر بافت خرد شود، سطح بیشتری از سلول‌های SVF برای عملکرد بالاتر آزاد می‌شود.

CCM .3 را تا زمان استفاده در یک حمام آب 37 درجه سانتیگراد قرار دهید.
4. استفاده از لوله‌های میکروسانتریفیوژ بسیار مهم است با یک ته برجسته درخیلی خوب سرازیر کردن سفارش شده است. برای راه 
اندازی اولیه تجزیه و تحلیل فلوسایتومتری، لازم است کنترل هایی مانند نمونه‌های بدون رنگ آمیزی ، نمونه‌های تک رنگ از هر آنتی 

بادی و نمونه‌های رنگ آمیزی شده با کنترل ایزوتایپ تجزیه و تحلیل شود.
5. حجم نهایی 500 میکرولیتر برای تجزیه و تحلیل توصیه می‌شود.
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4 Notes

 1.  The lymph node can be easily identified at the convergence of 
blood vessels.

 2.  The more the tissue is minced, the higher surface area for SVF 
cells to be released for higher yield.

 3. Place CCM in a 37 °C water bath until use.
 4.  It is important to use microcentrifuge tubes with a pointed 

bottom in order to properly decant. For the initial setup of 
flow cytometric analysis, it is necessary to analyze controls such 
as unstained samples, single-stained samples of each antibody, 
and isotype control-stained samples.

 5. A final volume of 500 μl is recommended for analysis.
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چکیده
علاقه‌منـدی بـه کاربردهـای بالینـی سـلول‌های بنیـادی مشـتق از چربـی )ASC( و جداسـازی اسـترومای عروقـی)SVF( بـر اسـاس 
داده‌هـای پیـش بالینـی رو بـه افزایـش اسـت. از آنجایی که درمانهای چربی مشـتق شـده  شـروع بـه تفسـیر زمینه‌های کلینیکـی می‌کنند، 
حفـظ ایمنـی بیمـار، بـه خوبی یکنواختی در تکنیک بسـیار مهم اسـت. در اینجا ما روشـی را برای جداسـازی سـلول‌های اسـترومای عروقی 
را در چهارچـوب زمـان مناسـب بالینـی شـرح می‌دهیـم. تجزیـه تحلیـل هـای آزمایشـگاهی یـادآوری می‌شـود، امـا پروتکلهـای مربوطه در 

اینجـا ارائه نمی‌شـود.

کلمات کلیدی: سـلول‌های بنیادی مشـتق از چربی ASCs، جداسـازی سـلول‌های اسـترومایی عروقی، جداسـازی SVF، جداسـازی 
ADSC ،

1ـ مقدمه

سـلول‌های بنیـادی مشـتق ازچربـی)ASC( در دهـه گذشـته توجـه چشـمگیری را بـه خـود بـرای کاربردهای بالینـی جلب کـرده اند. 
ترکیـب اثـرات پاراکرایـن و ظرفیـت تمایز چندگانه ASCها ]1-7[ برای انواع کاربردهای بالینی آزموده شـدند که شـامل بازسـازی / تقویت 
پسـتان ، تسـهیل در ترمیـم زخـم دیابتـی، جوان سـازی صـورت، حالتهـای مختلف ارتوپـدی ، ترمیـم بافت عضلـه قلبی پـس از انفارکتوس 
میـوکارد و مـواد دیگـر]8-12[، از آنجـا کـه بسـیاری از ایـن کاربردها امید را بـرای کاربردهـای بالینی برپایه یافته های آزمایشـگاهی نشـان 

داده‌انـد، در هـر دو مـدل حیوانـی و in vitro، گروه‌هایـی در سراسـر جهان شـروع به تفسـیر ایـن تکنولوژیهـا در زمینه بالینـی کردهاند.
درمـان هـا بـر پایـه سـلول‌های بنیـادی مزانشـیمی بـا جداسـازی SVF آغـاز می‌شـود. جداسـازی سـلول‌های اسـترومایی مـی تواند از 
طریـق دو راه متفـاوت انجـام مـی شـود: همـراه و بـدون آنزیـم هـای تجزیـه کنندگـی بافت. روشـهای غیـر آنزیمی در مقایسـه بـا همتایان 
آنزیمـی نسـبت بـه روشـهای ارزان تمایـل دارنـد امـا در هـر میلی‌لیتـر بازده سـلولی کمتـری در هر پروسـه لیپوآسپیریشـن دارنـد. به علاوه 
حاصـل ترکیـب جمعیتهـای سـلولی مختلـف با روشـهای سـاخت مکانیکـی اثر کمتـری از تولید سـلولها و اثر بیشـتر سـلول‌های +Cd45  را 
نشـان می‌دهنـد]13-16[. بـه طـور کلـی، اختلالات پروتئولایتیـک ماتریکـس خـارج سـلولی امکانی بـرای بهبودی بیشـتر سـلول را فراهم 
می‌کنـد. در حالـی کـه ظاهـرا روش ترجیـح داده شـده، جداسـازی آنزیمـی بـه علاوه فاکتورهای اضافه شـده ایمنـی بیمـاران را در واکنش 

آلرژیـک نسـبت به آنزیـم تجزیـه کننده بافتی اسـت. 

فصل 2: 

روش جداسازی سلول‌های شکاف عروق استرومایی در یک چارچوب 

زمانی مناسب بالینی

Joel A. Aronowitz, Ryan A. Lockhart, and Cloe S. Hakakian
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پـس از جداسـازی SVF ، روشـهای درمانـی می‌تواننـد از SVF در درمـان و یا کشـت گسـترده سـلولها اسـتفاده کنند. توسـعه کشـت 
سـلولی مزیـت هـای بیشـتر جمعیتهـای سـلولی همـوژن و تعـداد بیشـتر ASC هـا را ارائـه می‌دهد، امـا نیازمنـد حداقـل دو روش درمانی 
کامـل می‌باشـد: یکـی بـرای لیپوساکشن/هاروسـت و دوم بـرای درمان پس از کشـت گسـترده سـلولها. اسـتفاده ازسـلول‌های  SVF در یک 
چهارچـوب مناسـب کلینیکـی 90-60 دقیقـه‌ای را شـرح می‌دهیـم. ایـن روش به طور متوسـط قادر به جداسـازی 105×2/0 هسـته سـلول 

هـا در هـر میلی لیتـر از لیپوآسپیریشـن با متوسـط بقاء 90%> اسـت.

2ـ مواد

1-2 فراهم کردن لیست برای جداسازی 

1- بسته بندی استریل برای جداسازی
      n (130 mmol/L 1000 از محلول استریل رینگر لاکتیکیcc 2- کیسه های

 )+Na+, 109 mmol/L Cl−, 28 mmol/L lactate, 1.5 mmol/ Ca2+, 4 mmol/L K
500ml-3  شکننده شیشه )برای ضایعات و بافر(

500ml-4 قیف جدا کننده همراه با پایه حلقهای .
5-دستکش لاتکس یکبارمصرف، بسته بندی شده اختصاصی و استریل )در صورت نیاز(

6-سرنگ 3cc بسته بندی شده اختصاصی، استریل با نیدل 18گیج.
7-سرنک 1cc استریل، بسته بندی شده اختصاصی با نیدل 18 گیج.

12ml-8 آب استریل.
9-چهار ویال   Vitacyte CIzyme AS( wunsch، 35 واحد کلاژناز فعال شده در هر ویال(.

100µm-10 صافی سلول، استریل، بسته بندی شده اختصاصی.

2-2  آماده سازی آنزیم

1- اسـتفاده از سـرنگ 3cc، انتقـال 3cc از آب اسـتریل در دمـای اتـاق بـه داخل هـر چهار ویال از آنزیـم تجزیه کننده بافتـی لیپوفیلیز 
شـده در راسـتای معلق شدن)یادداشـت 1 را مشاهده کنید(.

2- حـل کامـل آنزیـم در یـک مرتبـه، حـذف محلـول آنزیمـی از ویال بـا اسـتفاده از سـرنگ 3cc  و انتقـال محتویات هر ویـال به داخل 
لوله‌هـای 50ml سـانتریفیوژ. افزایـش حجـم هـر چهـا لوله تـا حجم نهایـی 50cc با اسـتفاده از محلـول رینگـر لاکتیکی گرم.

3- قـرار دادن لوله‌هـا در شـیکر گـرم بـرای سـی دقیقـه در دمـای 37 درجـه سـانتیگراد و 200rpm . حتمـا تـا زمـان اسـتفاده گـرم 
نگهداریـد و تـکان دهیـد.

Tumescent 2-3 تهیه محلول

محلول Tumescent بوسیله تکنسین آموزش داده شده جراحی در اتاق عمل تهیه شود.
1- 50 سانتی متر مکعب از لیدوکایین به داخل کیسه استریل 1000cc از محلول نمکی تزریق شود.

2- دو میلی لیتر از محلول AMP اپی نفرین در نسبت 1:100 به داخل محلول نمکی/لیدوکایین تزریق می شود.

3ـ روش‌ها

سـانتریفیوژ  شـامل  چندگانـه  ایسـتگاه  می‌دهد)شـکل-1(  رخ   P&C ایسـتگاه  چنـد  کنـار  در  جداسـازی‌ها  و  آماده‌سـازی‌ها  تمـام 
)گنجایـش400cc( و یونیـت تـکان دهنـده گـرم کـه در محـدوده جریان یک هـود لامینار قـرار دارد. تمام مراحل و آماده سـازی هـا باید در 
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داخـل جریـان هـود لامینـار هدایـت شـوند. تمام ظروف شیشـه‌ای قبل از اسـتفاده اتـوکلاو می‌شـوند. جریان هـود لامینار باید قبـل و بعد از 
جداسـازی اسـتریل شـود. دسـتکش هـای اسـتریل شـده باید همیشـه بـرای جلوگیـری از آلودگی نمونه‌ها، پوشـیده شـوند.

1-3 اسپیراسیون لیپید

تمـام تجهیزات/تـدارکات مـورد نیـاز برای لیپوساکشـن شـامل این پروتکل نمی شـوند. زیـرا آنها می تواننـد از امکاناتی بـه امکانات دیگر 
متغیـر باشـند. کمـک ساکشـن در لیپوساکشـن با اسـتفاده از هدایت »فوق مرطـوب« محلول Tumescent )قسـمت زیر تیتـر 2و بخش 3 

را مشـاهده کنیـد.( و یـک بلانـت mm 7/2 و کانـولا خمیده همراه با فشـار خلأ -25mHg انجام شـود.

شکل1-داخل ایستگاه چندگانهP&C. سمت چپ شامل سانتریفیوژ با ظرفیت400cc و سمت راست شامل یونیت شیکر گرم شده است.

سـایت هاروسـت از بیمـاری بـه بیمـار دیگر متغیر اسـت که بر پایه قابلیت دسترسـی به سـایت اهـدا کننده و تمایلات زیبایی شـناختی -11
بیمـاران اسـت. انتخاب سـایت اهدا کننـده به عهده بیمار و جراح اسـت.

قبـل از هاروسـت ، بیمـار بـا 1000cc-750 از محلـول Tumescent نفـوذ مـی کند.)زیـر تیتـر 2 و بخـش 3 را بـرای دسـتوالعمل -22
مشـاهده کنیـد( کـه کمبـود خـون و درد و کبودی ناشـی از هاروسـت را محـدود می کنـد. Tumescent اجـازه می دهد قبل از هاروسـت 

بـرای 15-10 دقیقـه نفـوذ کند.
یـا اسـتفاده از یـک بلانـت خمیـده کانـولا mm 7/2، بافـت چربـی بـه داخـل قوطـی های اسـتریل آسـپیره مـی شود.)یادداشـت 2 را -33

کنید( مشـاهده 
لیپوآسـپیره سـپس به داخل قیف جداسـازی اسـتریل 500ml  برای جداسـازی منتقل می شـود. جداسـازی توسـط یک تکنسـین در -44

جریـان هود زیسـتی لامینـار انجام می شود.)یادداشـت 3 را مشـاهده کنید(

SVF 2-3 جداسازی

11- ،LR شسـته می شـود. پـس از اضافه کردن )RL(رینگر لاکتیک )لیپوآسـپیریت را بـا حجـم برابری از محلول گرم)37درجه سـانتیگراد
ملایـم آنهـا را مخلـوط کـرده و اجـازه دهیـد مخلـوط جـدا شـود. مخلوط بـه دو پروتئیـن متمایز جدا می شـود، لایه آبـی در پاییـن )واضح/ 
قرمـز( و لایـه چربـی در بالا)زرد/صورتـی( قـرار دارد. لایـه آبـی پایینی دور ریخته می‌شـود. سـه مرتبه و یا تـا زمانی که لایه چربی زرد شـود 

)دیگر صورتی نباشـد( بشویید)شـکل-2(.
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شـکل 2- لیپوآسـپیریت در مخروط جدا کننده، جدا شـده اسـت. بالا، لایه زرد لیپوآسپیریت اسـت.لایه پایینی صورتی مخلوط خون و tumescent است.

الیکوت 25cc لیپوآسـپیریت شسـته شـده را در درون لوله های 50cc اسـتریل شـده سـانتریفیوژ قرار می‌دهیم. )یادداشـت های 4و1 -22
را مشـاهده نمایید(.

25cc از محلـول گـرم)37 درجـه سـانتیگراد( محلـول آنزیـم تجزیه کننده بافتی را به هر الیکوت 25cc از لیپوآسـپیریت شسـته شـده -33
اضافـه میکنیم. معکوس شـدن مخلوط.

انکوباسـیون لیپوآسـپیریت/محلول آنزیمی درون شـیکر گرم در دمای 37 درجه سـانتیگراد ، 200rpm برای 20-30 دقیقه )یادداشـت -44
5 را مشـاهده نمایید(.

در ادامه انکوباسیون سانترفیوژ لوله ها در g×700( 200rpm( برای 10 دقیقه تا جداسازی اجزاء صورت پذیرد.-55
پـس از سـانتریفیوژ در لولـه هـا سـه لایـه کاملا قابـل مشـاهده اسـت. لایه بالایـی حـاوی چربی و روغـن اسـت . لایه وسـط، لایه آبی -66

خواهـد شـد کـه بـه صـورت قرمز/واضـح ظاهـر خواهـد شـد .در زیـر لوله‌هـا یـک قـرص وجـود دارد. قـرص حـاوی سـلول‌های جـدا شـده 
است)شـکل-3( عروقی  اسـترومای 

لایه‌هـای آبـی و چربی/روغـن را حـذف کنیـد. تمـام مـواد مسـتعد آسـیب زننـده زیسـتی را بـه درسـتی در ظـروف زبالههـای زیسـت -77
محیطـی قـرار دهید.

قرصهـا SVF را درون دو لولـه 50cc اسـتریل شـده ترکیـب کنید)چهـار قرص درون هر لوله( قرصها بوسـیله معلق شدنشـان در مقدار -88
کمـی از LR گرم ترکیب می شـوند.

رساندن حجم هر لوله محتوی قرصها به 50cc با استفاده از LR گرم)یادداشت 7 را مشاهده کنید(.-99
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شکل3- نتیجه حاصل از سانتریفیوژ لیپوآسپیریت پس از هضم آنزیمی

شکل 4- لوله سمت چپ حاوی ضایعات و قطعات بافتی است که بوسیله صافی سلولی 100µm حذف می شود. لوله سمت راست حاوی SVFضعیف است.

1010 شستشو: سانتریفیوژ در g×700 برای پنج دقیقه . قرصها را ذخیره کنید و لایه آبی را بریزید. این کار را دوبار تکرار کنید.
1111  LR پـس از سـومین بـار و آخریـن مرتبـه شستشـو دو دو قـرص باقیمانـده را در لولـه تکی ترکیـب کنید. اضافـه کردن مقـدار کمی از

ممکـن اسـت انتقال را آسـانتر کند.
1212 بـه منظـور حـذف قطعـات بافتـی که از هضم بافـت چربی باقیمانـده اند فیلتراسـیون از طریق صافی سـلولی 100µm انجام می شـود. 

با اسـتفاده از LR سـلول در میان صافی شستشـو داده می شود.)شـکل-4( )یادداشـت 8 را مشـاهده نمایید(
1313 با استفاده از LRگرم حجم نهایی را به 15cc برسانید)یادداشت 9 را مشاهده نمایید(.
1414 حجم ها ذیل برای آنالیز گرفته شده اند)یادداشت 8 را مشاهده نمایید(:
aa))5 200 )یاداشت 11 را مشاهده نمایید()شکل-NC1/0تا 2/0 سی سی برای شمارش و زنده مانی سلول با استفاده از کموتک
bb)  .مورد نیاز است Gram <0/1cc SVF 2/1 برای آزمایش استریلاسیون رنگcc

)Tryptic soy Broth (TBS ،  9cc در SVF ،1cc :دو هفته کشت هوازی
Thioglycollat broth ،9cc در SVF،1cc :دو هفته کشت بی هوازی

cc)2 برای فلوسلیتومتریcc
FITC-CD31, APC-CD34, PE-CD45  =مارکرهای آزمایش

15-حجم باقی مانده به جراح بازگردانده می‌شود.
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 SvF 10cc 10%  رقیـق شـده بـود. حجـم نهایـی SVF 200. نمونـه مـورد آزمایـش تولیـن نهایـی-NC شـکل 5- نمایشـگر بازخوانـی شـمارش هسـته
اسـت.400cc ازر لیپوآسـپیریت پـردازش شـد. تعـداد نهایی سـلول هسـته دار برای کل نمونه‌هـای SVF، 128/4 میلیون سـلول هسـته دار بود.321000 

سـلول‌های هسـته دار در هـر 1cc از لیپوآسـپیریت پردازش و شسـته شـده وجـود دارد.

4ـ یادداشت‌ها

11 محلـول آنزیـم تجزیـه کنندگـی بافتـی که در اینجا اسـتفاده شـد شـامل کلاژنـاز و پروتئـاز خنثی )Dispase( اسـت. سـطح فعالیت -
کلاژنـاز 35 واحـد Wunsch ]17[ در هـر ویـال اسـت، اما فعالیت نهایـی تخریبپذیـری کلاژن 33000واحد]18[ در هر ویال گزارش شـده 
اسـت.مطمئن شـوید کـه آنزیـم هـا درگریـد GMP هسـتند. آگاه باشـید کـه سـطح فعالیـت و واحدهای اسـتفاده شـده بـرای بیـان میزان 
فعالیـت بیـن سـازندگان متفـاوت اسـت و فعالیت ممکن اسـت از دسـته‌ای به دسـته دیگر از سـازنده یکسـان متفـاوت باشـد.دریافت گواهی 
تجزیـه و تحلیـل بـا آنزیـم هـا سـطح دقیـق فعالیـت را نشـان خواهـد داد. فراهم کـردن آنزیم مناسـب ممکن اسـت بیـن تولیـدات متفاوت 

باشـد و بایـد بـر اسـاس توصیه هـای تولیـد کننده انجام شـود.
22 حجـم لیپوآسـپیریت بـه عنـوان حجـم بعد از شستشـو انـدازه گیری می شـود. حجم بیشـتر، معمولا از جراحـی دریافت می شـود، اما  -

معمـولا شـامل میـزان قابـل توجهـی از محلول tumescent اسـت که در طول شستشـو حذف می شـود. در اسـتفاده از ایـن روش ، ما بین 
50cc تا 80cc فرآوری شـده از لیپوآسـپیریت شسـته شـده را داریم.

33 قیف استریل ممکن است انتقال را برای حجم های بزرگتر از لیپوآسپیریت را آسانتر کند.-
44 لیپوآسـپیریت شسـته شـده  از قیـف جـدا کننـده بـه ظرف 500ml منتقل می‌شـود. این آسـان تـر از الیکوت لیپوآسـپیریت  شسـته -

شـده از ظـرف بـه عنـوان مقابل در قیـف جدا کننده اسـت.
55 ممکـن اسـت نیـاز شـود لولـه هـا بصورت دسـتی معکوس شـوند و هـر 5تـا 10 دقیقه مخلـوط شـوند، همان گونـه که لیپوآسـپیریت -

ممکـن اسـت در انتهـای یـک لولـه انتخـاب شـود. مخلوط شـدن، بافت هضـم شـده بیشـتری را فراهم خواهـد کرد.
66 - 200cc.25 از چربـی برابر بـا یک قرص اسـتcc تعـداد قرصهـا بـر اسـاس میـزان بافـت چربی فـرآوری شـده متفاوت می باشـد. هـر

از لیپوآسـپیریت برابـر با 8 قرص اسـت.
77 در مطالعـه قبلـی مـا توانسـتیم مقـدار ناچیـزی از کلاژناز را پس از سـه مرحله شستشـو نشـان دهیم ]19[.اگر تمایل داشـته باشـید ، -

 10cc بـا اسـتفاده از سـرم اتولـوگ مـی تـوان کلاژنـاز را خنثی کرد. این کار بوسـیله شستشـو در 20% سـرم انجام می‌شـود. که می تـوان از
 g×800 40 بـرای یـک مرحلـه شستشـو اسـتفاده کرد. سـرم را می‌تـوان بوسـیله سـانتریفیوژ کردن خـون هپارینه شـده درcc LR سـرم و

بـرای ده دقیقـه تولید کرد.
88 میـزان ضایعـات بسـته بـه حجـم لیپوآسـپیریت فرآوری شـده متفـاوت اسـت. اگر نمونه حـاوی مقـدار زیـادی از قطعات بافتی باشـد، -

ممکـن اسـت صافـی بسـته شـود و SVF نتوانـد از آن عبور کنـد. اگر این اتفـاق بیافتد، ممکن اسـت یک صافـی اضافی برای فیلتر قسـمت 
باقـی مانـده اسـتفاده شـود. همـه سـلولها پـس از عبـور از صافـی  دوبـاره بدسـت نمیآینـد ، زیـرا برخـی از آنهـا در دام قرص قطعـات بافتی 
می‌افتنـد. شستشـوی اضافـه و صـاف کـردن ضایعـات مـی توانـد موجـب هدایت بسـوی افزایش بازده سـلولی شـود، امـا این باعـث طولانی 

شـدن زمان جداسـازی می‌شـود.



19 روش جداسازی سلولهای شکاف عروق استرومایی در یک چارچوب زمانی مناسب بالینی

99 - cell- assisted را بـرای SVF 15 ایده آل اسـت و می تواند براسـاس ترجیحات شـخصی متفاوت باشـد. هنگامی کهcc حجـم نهایـی
transfer(CAL( ترکیـب میکنیـم ، حجـم نهایـی چنـدان مهـم نیسـت زیرا معمـولا حجم بیشـتری از جربی وجـود دارد، امـا هنگامی که 

SVF بـه طـور مسـتقیم تزریق می شـود حجـم کمتـری)5cc-10cc(  مورد نظر می باشـد.
1010 نمونـه هـا بـا >80% زنـده مانـی بـرای اسـتفاده های بالینـی مورد تاییـد قرار نخواهنـد گرفـت. نمونه‌هایی کـه در آنها هرگونـه آلودگی 

در طـول رنـگ آمیـزی گـرم یافـت می‌شـود نمـی توانند بـرای اسـتفاده های بالینـی مـورد تایید قـرار خواهند گرفـت. بیماری کـه نمونه آن 
دارای کشـت مثبـت هوازی/غیرهـوازی می‌تواننـد از نزدیـک بـرای مانیتورینـگ عفونت مورد بررسـی قرار گیرند. کشـت مثبت بـه این معنی 

نیسـت کـه بیمار مبتلا به عفونت اسـت.
1111 رقیـق شـدن SVF تولیـد شـده نهایـی ممکن اسـت نیازمند غلظت سـلول در محـدوده  قابل خواندن برای اسـتفاده از روش شـمارش 

سـلولی باشـد. بـه طـور معمـول رقـت 1:10 در LR کارآمد اسـت، اما در چنـد مورد نادر ممکن اسـت رقـت 1:100 مورد نیاز باشـد.

افشا

هیچ یک از نویستدگان سهم مالی از محصولات، وسایل، یا داروهای اشاره شده در این فصل ندارند. 
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 6. The number of pellets varies based on the amount of fat tissue 
processed. Every 25 cc of fat = 1 pellet. 200 cc of  lipoaspirate = 8 
pellets.

 7. In a previous study we were able to demonstrate negligible 
 collagenase levels after three washing steps [19]. If desired, 
 collagenase can be neutralized using autologous serum. This is 
done by washing in 20% serum which can be made using 10 cc 
serum and 40 cc LR for one of the wash steps. Serum can be gen-
erated by centrifuging heparinized blood at 800 × g for 10 min.

 8. The amount of detritus varies depending on the volume of 
lipoaspirate processed. If sample contains a large amount of 
tissue fragments, the strainer may become clogged and the 
SVF will not flow through. If this happens an additional 
strainer may be used to filter the remaining portion. Not all 
cells are recovered after straining, as some remain trapped 
within the pellet of tissue fragments. An additional washing 
and straining of the detritus can be conducted to increase cell 
yield, but this will extend the isolation time.

 9. A final volume of 15 cc is arbitrary and can vary based on 
 personal preference. When mixing SVF with fat for  Cell-assisted 
Lipotransfer (CAL), final volume is not as important because 
there is usually a larger volume of fat, but when directly 
 injecting SVF, a smaller volume (5 cc–10 cc) may be desired.

 10. Samples with <80% viability will not be approved for clinical 
use. Samples which detect any contamination during the  initial 
gram stain will not be approved for clinical use. A patient 
whose sample has a positive aerobic/anaerobic culture will be 
closely monitored for infection. A positive culture does not 
mean that a patient will develop an infection.

 11. A dilution of the final SVF product may be needed to achieve 
a cell concentration in the readable range for the cell counting 
method used. Typically a 1:10 dilution in LR was sufficient, 
but in a few rare cases a 1:100 dilution may be required.

Disclosures

None of the authors have a financial interest in any of the products, 
devices, or drugs mentioned in this chapter.
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چکیده
سـلول‌های بنیـادی مشـتق از چربـی قـادر به خودبازسـازی و تمایز بین رده‌های سـلولی متعدد هسـتند و کاربردهـای بالقوهای در طیف 
گسـتردهای از روشـهای درمانـی دارنـد. ASCهـا معمـولا بـه صورت تکلایه بر پلاسـتیک کشـت بافت کشـت داده می‌شـوند، اما شـواهدی 
وجـود دارد کـه بیـان می‌کنـد ممکـن اسـت خـواص خـاص سـلولی خـود را با گذشـت زمـان در شـرایط آزمایشـگاهی از دسـت بدهنـد. به 
کشـت سـلول‌های چسـبنده بـا اسـتفاده از تکنیکهـای سـه بعـدی علاقـه رو بـه رشـدی وجـود دارد، بـر ایـن اسـاس کـه سـلول‌هایی که بر 
سـطح پلاسـتیک رشـد می‌کننـد را نمی‌تـوان بـه طـور کامـل در شـرایط داخل بدن به صورت سـه بعـدی نشـان داد. در اینجا روشـی جدید 

بـرای تولیـد و کشـت ASCهـای خرگـوش بـه صورت سـه بعدی بـدون داربسـت از طریق تکنیـک جمعآوری اجبـاری توصیـف میکنیم. 

کلمات کلیدی:  کلونی سلول/اسفروئید، سلول‌های بنیادی مشتق از چربی خرگوش، کشت سه بعدی

1ـ مقدمه

بیشـتر کارهایـی کـه بـر سـلول‌های بنیـادی بالغین انجام شـده اسـت بر سـلول‌های بنیادی مزانشـیمی )MSCهـا( موجود در اسـتروما 
مغـز اسـتخوان تمرکـز کردهاند. سـلول‌های بنیازی مزانشـیمی مشـتق از مغر اسـتخوان )BM-MSC( به انـواع مختلفی از سـلول، از جمله 
سـلول‌های چربـی، سـلول‌های غضروفـی، سـلول‌های عضلانـی و سـلول‌های اسـتخوانی تمایـز یابنـد ]1-5[. بـا ایـن حال، روشـهای سـنتی 
تهیـه مغـز اسـتخوان دردنـاک هسـتند و اغلـب بـه بیهوشـی عمومـی نیـاز دارنـد و منجـر بـه عملکـرد کم سـلول می‌شـوند. طـی دهه‌های 
گذشـته، بافـت چربـی بـه عنـوان منبعـی جـذاب، جایگزیـن سـلول‌های بنیـادی بالغیـن چندگانـه )ASC( شـناخته شـده اسـت. ASCها 
می‌تواننـد بـه سـادگی از طریـق لیپوساکشـن جـدا شـده یـا بافـت چربـی بریده شـده از طریـق هضم کلاژنـاز و سـانتریفیوژ تشـخیصی جدا 
شـوند. می‌تـوان آنهـا را در شـرایط آزمایشـگاهی بـرای مدتی با دوبرابر شـدن جمعیت و سـطح کم پیـری حفظ کرد ]6,7[. ایـن خصوصیات، 
همـراه بـا دسترسـی آسـان بـه آنهـا، آسـیب کـم محـل اتصـال، و توانایـی تمایـز گسـترده آنهـا، ASCهـا را بـه کاندیـد عالـی بـرای طیف 

گسـترده‌ای از درمانهـای مبتنـی بـر سـلول تبدیل کرده اسـت.

فصل 3: 

کشت سه بعدی بدون داربست، با اندازه کنترل شده سلول‌های بنیادی 

مشتق از چربی خرگوش

Christina L. Rettinger, Kai P. Leung, and Rodney K. Chan
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ASCهـا معمـولا بـه صـورت تک لایه با اسـتفاده از تکنیکهای سـنتی کشـت بافت، کشـت داده می‌شـوند. این روشـها مناسـب هسـتند 
امـا گزارشـاتی مبنـی بـر کاهـش توانایـی تکثیر سـلولی، کارآمدی تشـکیل کلونی، و ظرفیـت تمایز در MSCها با گذشـت زمـان وجود دارد 
]8-10[. در نتیجه، نسـبت به کشـت سـلول‌های چسـبنده با اسـتفاده از روشـهای کشـت سـه بعدی سـلول علاقه رو به رشـدی وجود دارد 
و شـواهد تفاوتهـای قابـل توجهـی بیـن فنوتیپ سـلولی و پاسـخ بیولوژیکی سـلول‌های کشـت شـده به صورت تک لایه با کشـت سـه بعدی 

می‌دهند. نشـان 
رویکردهـای مورد اسـتفاده برای تهیه محیطی سـه بعدی برای سـلولها شـامل داربسـتهای متخلخـل، هیدروژل، و کلونیهای چندسـلولی 
هسـتند، کـه هـر کـدام بـا انـواع مختلفـی سـلول نتیجـه موفقیت‌آمیـز داشـته‌اند ]11-16[. اسـتفاده از کلونی چندسـلولی نسـبت بـه بقیه 
تکنیکهـا، بـه علـت ماهیـت خودتجمعـی و عـدم وجـود لایه‌هـای اگـزوژن در آنهـا، جذابتر اسـت. تجمعهای سـه بعـدی سـلول در تحقیقات 
سـرطان بـرای تقلیـد میکرومحیـط تومـور، به طور گسـترده مورد اسـتفاده قـرار می‌گیرنـد ]13,17[. همچنین بـرای تقلیـد جنینزایی برای 

کشـتهای سـلول بنیادی استفاده شـدند ]11,18[.
روشـهای مـورد اسـتفاده بـرای تولید تجمعهای سـلولی شـامل کشـت سـلول بر سـطوح غیرچسـبنده یا در معـرض جاذبه گذاشـتن آنها 
بـرای افزایـش خودتجمعی اسـفنوئیدهای سـلول می‌باشـد. با این حال، این روشـها دشـوار هسـتند و تجمعهای سـلولی تولیـد می‌کنند که از 
 ،AggreWell( 19[، یک سـطح غیرچسـبنده مبتنی بر میکروسـاخت[ و همکاران Ungrin ،اخیرا .]نظـر انـدازه ناهمگن هسـتند ]17,18
فناوریهـای سـلول بنیـادی، ونکـوور، BC( برای کشـت سـلول‌های بنیـادی جنینی ایجاد کردند تا همسـانی و تمایز اجسـام جنینـی را بهبود 
بخشـند. تعـدادی از گروه‌هـا ایـن تکنولـوژی را بـرای تحقیقات سـلول بنیادی مزانشـیمی اسـتفاده کردند و اکثـر این مطالعات آزمایشـگاهی 
BMSC( بـر تمایـز احتمالـی تجمعهای سـه بعدی سـلول‌های بنیادی مزانشـیمی مشـتق از مغز اسـتخوان انسـانی یا موشـی تمرکـز کردند

.]23-20[ ها( 
از آنجایـی کـه روشـهای مـورد اسـتفاده بـرای اسـتخراج سـلولها از بافـت چربـی ابتـدا در دهـه 1960 توسـط Rodbell و همکارانـش 
گـزارش شـده اسـت ]ASC ،]24هـا نـه تنهـا از بافـت چربـی انسـانی، بلکـه از بافـت چربـی بسـیاری از گونه‌هـای دیگـر، شـامل جوندگان 
کوچـک، خرگـوش، تـا حیوانـات بـزرگ مانند خوک و میمونهای رزوس جدا شـد. خرگوشـها از نظـر فیلوژنتیکی به پریماتها نزدیکتر هسـتند 
تـا بـه جونـدگان، و در پـر کـردن فاصلـه بیـن مدلهـای حیوانی کوچـک و مدلهـای حیوانی بـزرگ مورد نیـاز بـرای تحقیقات بالینی ارزشـی 
ندارند. خرگوشـهای سـفید نیوزلند )NZW( معمولا برای مدلسـازی شـرایط مختلف آسـیب و بیماری انسـان اسـتفاده می‌شـوند. در اینجا، 
روشـهایی بـرای جداسـازی و کشـت سـلول‌های بنیـادی مشـتق از چربـی خرگـوش )rbASC( و تکنیکهـای مـورد اسـتفاده بـرای تولیـد 

تجمعهـای rbASC سـه بعـدی بـدون داربسـت کنترلشـده ارائـه می‌دهیم.

2ـ مواد

2.1 بافت

11 پدهای چربی اینگوینال به دست آمده از خرگوشهای نیوزلند سفید مونث جوان تحت بیهوشی عمومی یا پس از مرگ )3 تا 4 ماهه، .
)Harlan 3.5-2.5 کیلوگرم، آزمایشگاههای

2.2 تدارکات عمومی

11 لوازم محافظت شخصی.
22 واحد فیلتر 0.2 میکرومتری.
33 لوله مخروطی 15 میلی‌لیتری.
44 لوله مخروطی 50 میلی‌لیتری.
55 .)T75( فلاسکهای کشت بافت 75 سانتیمتر مربعی
66 کرایو ویال )نالژین(.
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77 چاقوی جراحی یکبارمصرف استریل.
88 فورسپس و قیچی استریل اتوکلاو شده.
99 صافی یا ورقهای گازی استریل 100 میکرومتری.
1010 .)Mr.Frosty دستگاه انجماد )کانتینر انجماد

2.3 تجهیزات

11 میکروسکوپ نوری معکوس )زئیس آکسیو ورت(.
22 .)710 LSM میکروسکوپ کانفوکال )زئیس
33 .)Precision حمام آب لرزان )حمام آب لرزان دو طرفه
44 شیکر چرخشی )Thermolyne Roto Mix مدل 50800(..
55 .)Eppendorf 5810R سانتریفیوژ )سانتریفیوژ
66 .CO2 %5 ،انکوباتور کشت بافت تنظیم شده در 37 درجه
77 .)Countess( شمارشگر سلول خودکار
88 .)6025 Leica ASP( پردازشگر بافت
99 ترمو هیستوستار.
1010 )Leica Autostainer XL( ماده رنگی اسلاید خودکار

2.4 جداسازی، کشت و نگهداری در حالت انجماد

11 .)PBS( سالین بافری فسفات
22 .)HBSS( محلول نمکی بافری هانک
33 محلول کلاژناز: 0.075% نوع II کلاژناز )Gibco(، آماده شده در HBSS، فیلتر شده از غشاء 0.2 میکرومتری.
44 بافـر تخریبـی اریتروسـیت: 10 میلیمـول KHCO3، 150 میلیمـول NH4Cl، 0.1 میلیمول EDTA آماده شـده در آب مقطر، فیلتر .

شده از غشـاء 0.2 میکرومتری
55 محیـط کشـت سـلولی: Dulbecco’s Modified Eagle Medium: ترکیـب مغذی F12 (DMEM/F12( به همراه 10% سـرم .

گاوی جنینی )FBS( و 1% پنی‌سیلین/استرپتومایسـین.
66 .EDTA تریپسین
77 تریپان بلو.
88 .)DMSO( محیط انجماد: محیط کشت کامل با 10% دیمتیلسولفاید
99 ایزوپروپانول.

2.5 تشکیل توده

11 صفحات 400Ex/800 AggreWell/400 )فناوریهای سلول‌های بنیادی(.
22 محلول شستشوی AggreWell )فناوریهای سلول‌های بنیادی(.
33 .)Corning( 6 صفحه با چسبندگی بسیار پایین

2.6 زیست‌پذیری و تکثیر سلولی

11 .)Invitrogen( کلسین و هومودایمر-1 اتیدیوم AM :کیت زیست‌پذیری/سیتوتوکسیتی زنده/مرده
22 .)Invitrogen( 488 با الکسا فلور Click iT EdU کیت ارزیابی تصویربرداری
33 4% پارافورمالدئید.
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44 10% بافر فرمالین.
55 آلبومین سرم گاوی )سیگما(.
66 فیبرینوژن )سیگما(.
77 ترومبین )سیگما(.

3ـ روش‌ها

همـه محیطهـا، لوله‌هـا، فلاسـکها و سـلولها باید اسـتریل باشـند. همه کارهـا باید در هـود ایمنی انجام شـود و تکنیکهای اسـتریل اعمال 
شوند.

PBS، محلـول کلاژنـاز، بافـر لیـز کننـده اریتروسـیت، و محیـط کشـت سـلول را قبـل از اسـتفاده، در حمـام آب 37 درجه قـرار دهید. 
محلـول کلاژنـاز بایـد تازه باشـد و طی1 سـاعت اسـتفاده شـود.

3.1 جداسازی و کشت ASC خرگوش

11 بـا بـرش مرکـزی میانـی از درم خرگـوش NZW در ناحیه اینگوئینال شـروع کنید، سـپس برشـهایی پهلو به پهلو در جنبههای سـری .
و دمـی بـرش میانـی بزنیـد. پوسـت را از بافـت چربـی زیرین جـدا کنید و بـه آرامی لایههـای چربـی اینگوئینـال را بردارید. لایههـای چربی 

جـدا شـده را در PBS از پیـش گـرم شـده اسـتریل قرار دهیـد. هر گونـه رگ قابل مشـاهده را بردارید.
22 بافت را وزن کنید و 10-5 گرم بافت را در هر لوله مخروطی 50 میلی‌لیتری قرار دهید..
33 بافـت را کاملا در PBS بشـویید. اگـر نگـران آلودگـی باشـیم، PBS را می‌توان بـا آنتیبیوتیکهایی ماننـد پنی‌سیلین/استرپتومایسـین، .

جنتامایسـین، و آمفوتریسـین b تغذیـه کـرد. بافـت را بـا دسـت به اندازه پوره سـیب خورد کنیـد، و در محلـول کلاژناز نـوع II 0.75% برای 
1 سـاعت در دمـای 37 درجـه در یـک حمـام آب لـرزان هضـم کنیـد. نمونه گـرداب )یا به طور دسـتی لولـه مخروطی را برعکـس کنید( هر 

از گاهـی به روند هضم سـرعت میبخشـد.
44 . rpm 1000 بعـد از 1 سـاعت، پـس از غیرفعـال کـردن کلاژنـاز، ترکیب هضم شـده را با فیلتر تـوری نایلون اسـتریل، فیلتر کنیـد و در

)تقریبـا 164×گرم( بـرای 10 دقیقه سـانتریفیوژ کنید.
55 بعـد از آسپیراسـیون دقیـق چربیهـای بالـغ در مایـع شـناور، گلولـه را در 10 میلی‌لیتـر از بافـر لیـز کننـده اریتروسـیت شـناور کنیـد، .

و اجـازه دهیـد در دمـای اتـاق بـرای 10 دقیقـه بمانـد. بـرای 10 دقیقـه در rpm 1000 سـانتریفیوژ کنیـد. ایـن گلولـه از قطعـات عروقـی 
 ASC حـاوی جمعیـت ناهمگنـی از سـلولها، که شـامل فیبروبلاسـت، پریسـیت، سـلول‌های اندوتلیال، پرادیپوسـیت، و ،)SVF( اسـترومال

می‌باشـد، تشـکیل شـده است.
66 بعد از سانتریفیوژ، گلوله حاصل را در محیط کشت ASC کامل با FBS %10 شناور کنید و در فلاسک T75 قرار دهید..
77 بعـد از کشـت یکشـبه، فلاسـک را چندبـار بـا PBS بشـویید و با محیط کشـت ASC کامـل تازه مجددا پـر کنید. محیـط را هر 3 روز .

عـوض کنیـد. ASCهـای خرگوش کشـت اولیـه طی 7 روز بـا یکدیگر ادغام می‌شـوند )شـکل 1.الف(.
88 نگهـداری در حالـت انجمـاد rbASCهـا: بـرای نگهـداری در حالـت انجماد/انجمـاد، rbASCهـا را بایـد در 75-80% ادغام برداشـت .

کـرد. سـلولها را برداشـت کنیـد و بشـمارید. بعـد از شـمارش، گلوله را در محیـط انجماد بـا غلظـت 2-1×106 سـلول/میلی‌لیتر معلق کنید. 
کرایوویالهـا را در دسـتگاه انجمـاد در فریـزر -80 درجـه قـرار دهیـد. روز بعـد، سـلولها را برای ذخیره طولانـی مدت به نیتـروژن مایع منتقل 

. کنید
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شکل. 1 تصاویر فاز کنتراست rbASC به صورت مونولایه‌های دوبعدی ادغام شده بر پلاستیک کشت بافت )الف(، به صورت توده‌های سلولی سه 
بعدی در میکروچاه‌ها )ب(، یا در کشت سوسپانسیون )ج(. بزرگنمایی تصویر 100x است.

3.2 تشکیل تجمع ASC و ماندگاری 

11 صفحـات AggreWell ™ را بـا محلول 1 میلی‌لیتری شستشـوی AggreWell بشـویید، در 2000×گرم برای 5 دقیقه سـانتریفیوژ .
کنیـد، و بـه طور مکرر با PBS بشـویید.

22 مونولایه‌هـای ASC را بـا ECTA تریپسـین جـدا کنیـد، بشـمارید، به صفحـات AggreWell اضافـه کنیـد، و در 300×گرم برای 5 .
دقیقـه سـانتریفیوژ کنیـد تـا سـلولها در microwells رسـوب کننـد. انکوباتـور شـبانه در 37 درجـه و co2 %5 برای تحریک تشـکیل توده 

است. لازم 
33 توده‌هـای ASC بـا اندازههـای متفـاوت را می‌تـوان بـا تغییـر تعـداد سـلول‌های قـرار داده شـده در هـر چـاه ایجـاد کـرد )بـه نکته 1 .

کنید( مراجعـه 
44 توده‌هـای ASC را می‌تـوان در صفحـات AggreWell در محیـط رشـد کامـل بـا FBS %10 بـرای مـدت طولانـی نگهـداری کـرد .

)همانطـور کـه در شـکل 1.ب نشـان داده شـده اسـت( یـا می‌تـوان آنهـا را از میکروچاه‌ها اسـتخراج کرد و به عنوان توده‌های سـلولی شـناور 
آزاد )شـکل 1 ج(. در شـش صفحـه بـا چسـبندگی بسـیار پاییـن همـراه با تحریک از طریق شـیکر چرخشـی کشـت داد )به نکتـه 2 مراجعه 

. کنید(
55 خصوصیات سطحی توده‌های rbASC را می‌توان از طریق اسکن میکروسکوپی الکترونی بررسی کرد )به نکته 3 مراجعه کنید(..

ASC 3.3 میزان زنده ماندن توده‌های

میـزان زنـده مانـدن توده‌هـای ASC در کشـت را می‌تـوان بـا اسـتفاده از کیـت ارزیابـی زیست‌پذیری/سیتوتوکسیسـیتی زنده/مرده به 
طـور کیفـی ارزیابـی کـرد )CA ،Carlsbad ،Invitrogen(. ارزیابـی زنده/مـرده یـک ارزیابـی زیسـت‌پذیری سـلولی فلورسـانس دو رنگ 
اسـت کـه بـر اسـاس تعییـن همزمان سـلول‌های زنده و مـرده با دو پروبی کـه پارامترهای زیسـت‌پذیری سـلول را اندازه می‌گیرند، می‌باشـد: 
فعالیـت اسـتراز درون سـلولی در سـلول‌های زنـده کـه توسـط AM کلسـین اندازه‌گیـری می‌شـوند و بـه خطـر افتـادن یکپارچگـی غشـای 

پلاسـما در سـلول‌های مـرده )کـه توسـط هومودایمـر-1 اتیدیـوم )EthD-1( اندازه‌گیری می‌شـود(.
11 . PBS از طریـق نمونه‌بـرداری مکـرر بـا اسـتفاده از پیپـت برداشـت کنید. چندین بـار با AggreWell را از صفحـات ASC توده‌هـای

بشـویید تـا محیـط کشـت سـلولی حـذف شـود. قبـل از برداشـتن مایـع رویـی، صبـر کنیـد تـا توده‌هـای ASC در انتهـای لولـه مخروطی 
شوند. ته‌نشـین 

22 محلولی حاوی 2 میکرومول AM کلسین و 4 میکرومول EthD-1 در PBS آماده کنید و دور از نور نگهدارید..
33 توده‌های ASC را با محلول حاوی AM کلسین و EthD-1 برای 30 دقیقه در RT انکوباتور کنید. چندین بار با PBS بشویید..
44 توده‌هـای رنگـی ASC را بـر یک اسلاید شیشـه‌ای پیپت کنید، پوشـش را قرار دهیـد، و فورا از طریق میکروسـکوپی کانفـوکال )مثلا .

زیـس LMS 710( تصویـر را مشـاهده کنید. سـلول‌های زیسـت‌پذیر سـبز می‌شـوند در حالی که سـلول‌های زیسـت‌ناپذیر قرمز می‌شـوند.
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ASC 3.4 تکثیر توده‌های

توانایـی تکثیـر توده‌هـای ASC را می‌تـوان بـه طـور کیفـی بـر اسـاس پیوسـتگی EdU )5-اتینیل-2-دئوکسـییوریدین( با اسـتفاده از 
کیـت ارزیابـی تصویربـرداری Click-iT EdU Invitrogrn بـا الکسـا فلـور 488 ارزیابـی کرد. مشـابه BrdU )برومو-دئوکسـییوریدین(، 
EdU یـک آنالـوگ نوکلئوزیـدی از تیمیدیـن اسـت، و در طول سـنتز فعال DNA، به DNA متصل می‌شـود. تشـخیص بر اسـاس واکنش 
کلیـک اسـت، کـه یـک واکنـش کووالانـس کاتالیزشـده با مس بیـن آزید و آلکین اسـت. EdU حـاوی آلکین و رنگ الکسـا فور حـاوی آزید 
اسـت. تثبیـت اسـتاندارد و نفوذپذیـری مواد شـوینده برای معرف تشـخیص Click-iT  کافی اسـت تا به DNA دسترسـی یابـد )هیچ کار 

سـختی مانند دناتوراسـیون DNA برای افشـای BrdU لازم نیسـت(.
11 توده‌های ASC در کشت با 10 میکرومول EdU برای 24 ساعت تحریک می‌شوند..
22 توده‌هـای ASC را از بـا اسـتفاده از نمونه‌بـرداری از طریـق پیپـت از میکروچاه‌هـا جمـع‌آوری کنـد. بعـد از ته‌نشـین شـدن توده‌ها در .

انتهـای لولـه مخروطـی 15 میلی‌لیتـری و تشـکیل گلوله قابل رویـت، چندین بار آن را با PBS بشـورید و برای 30 دقیقـه در پارافورمالدهید 
4% تثبیـت کنید.

33 توده‌هـای ASC را بـا تریتـون X %0.5-100 نفوذپذیـر کنیـد و چندیـن بـار بـا محلـول BSA 3% بشـویید. در یک مخلـوط واکنش .
click-iT، حـاوی 1×بافـر واکنـش CuSo4 ،click-iT، الکسـا فلـور آزیـد، و بافـر واکنـش اضافـی، بـه مـدت 30 دقیقـه در RT انکوباتور 

کنیـد، سـپس بـا 1×محلـول 33،342 هوچـی برای شمارشـگر رنگـی DNA انکوباتـور کنید.
44 سوسپانسـیونی از تـوده سـلولی رنگـی بـه اسلاید شیشـه‌ای اضافـه می‌شـود و فـورا از طریـق فلورسـانس یـا میکروسـکوپی کانفوکال .

تصویربـرداری می‌شـود )نکتـه 5(.
55 توده‌هـای ASC تحریـک شـده می‌توانند در ژل فیبرین کپسـوله شـوند و برای جاسـازی پارافیـن به عنوان میکروبافت پردازش شـوند .

)نکتـه 6(. بخشـهای بافت‌شناسـی توده‌هـا را می‌تـوان بـرای EdU با اسـتفاده از همان روش فوق‌الذکـر رنگ کرد.
66 تعیین تکثیر یا رشد سلولی با گذشت زمان نیز امکان‌پذیر است )نکته 7(..

4ـ نکات

ASC  .1هـای خرگـوش در تراکمهـای مختلـف بـه صـورت فشـرده قـرار داده شـدند تـا بعـد از کشـت یکشـبه در صفحـات حـاوی 
میکروچـاه، تـوده سـلولی تشـکیل دهنـد. توده‌هـای سـلولی کـه با اسـتفاده از ایـن روش تولید شـدند بسـیار یک انـدازه هسـتند. زمانی که 
توده‌هـای سـلولی در میکروچاه‌هـا بـرای دوره‌هـای طولانـی بمانند، تراکم بیشـتر توده سـلولی را می‌توان مشـاهده کرد. ناحیـه مقطع یا قطر 
توده‌هـای rbASC را می‌تـوان بـا اسـتفاده از نرم‌افـزار تجزیـه و تحلیـل عکـس Image J تصاویـر فـاز کنتراسـت کـه در زمانهـای مختلف 

گرفتـه شـده‌اند، تعییـن کرد.
ASC  .2هـای مونولایـه را می‌تـوان بـا قـرار دادن توده‌های سـلولی دسـت نخـورده بر صفحات یا فلاسـکهای کشـت بافـت، از توده‌های 

rbASC نیـز بـه دسـت آورد. سـلولها طـی 1-2 روز از توده‌های صفحه‌ای خارج می‌شـوند.
3.  اسـکن میکروسـکوپی الکتـرون می‌توانـد خصوصیـات سـطحی توده‌هـای rbASC را نشـان دهد. هر توده سـلولی از بسـیاری از تک 

سـلول‌های شـدیدا متراکم تشـکیل شـده اسـت، برخی از آنها فاقد مرزهای سـلولی مشـخص هسـتند )شـکل 2(.
4.  مطالعـات انجـام شـده در آزمایشـگاه مـا نشـان می‌دهنـد کـه rbASCهـا قـادر به تشـکیل توده‌هـای سـلولی متراکم و زیسـت‌پذیر 
مانـدن در کشـت ایسـتای سـه بعـدی تـا حـدود 7 روز هسـتند ]25[. بـا ایـن حـال، سـلول‌های زیسـت‌ناپذیر در توده‌هـای سـلولی بـا قطر 

بیشـتر از 200 میکرومتـر مشـاهده شـدند )معمـولا توده‌هـا از بیشـتر از 4000 سـلول/تجمع تشـکیل شـده‌اند(.
5.  تکثیـر سـلولی محـدود در تـوده سـلولی همـه اندازه‌هـا بر اسـاس آزمایشـات انجام شـده در آزمایشـگاه ما مشـاهده شـد. داده‌های ما 

نشـان می‌دهنـد کـه اکثـر سـلول‌های موجود در تـوده در فـاز G0 چرخه سـلول نهفته یـا خاموش بودنـد ]25[.
6.  توده‌هـای ASC می‌تواننـد در ژل فیبریـن کپسـوله شـوند، در فرمالیـن بافـری 10% تثبیـت شـوند، و از طریـق یک پردازنـده بافت، 
بـرای تعبیـه پارافیـن پـردازش شـوند. محلولهـای ذخیـره 17.3 میلیگرم/میلی‌لیتـر فیبـروژن و 167 واحد/میلی‌لیتـر ترومبیـن تهیـه کنیـد. 



27 کشت سه بعدی بدون داربست، با اندازه کنترل شده سلو لهای بنیادی مشتق از چربی خرگوش

بـا اسـتفاده از تکـرار نمونه‌بـرداری از طریـق پیپـت، توده‌هـای ASC را از میکروچاه‌هـا اسـتخراج کنیـد، توده‌هـا را در محلـول فیبـروژن در 
قالـب فلـزی معلـق کنیـد و حجـم برابـری از ترومبیـن اضافـه کنیـد. توده‌هـای ASC کپسـوله ژل فیبریـن را در فرمالین بافـری 10% برای 
30 دقیقـه در RT تنظیـم کنیـد. بـه دقـت ژل را از قابـل فلـزی جـدا کنید و در یک کاسـت بافت پوشـیده شـده بـا کاغذ نمونه قـرار دهید. 
ایـن نمونه‌هـا را می‌تـوان بـه صـورت دسـتی نیـز پـردازش کـرد. نمونه‌هـای دهیدریـده و پارافینـی شـده در پارافیـن گـرم قـرار می‌گیرند و 
بـرای بـرش بافتشناسـی آمـاده می‌شـوند. قطعـات توده‌هـای ASC در ژل فیبرین را می‌توان با هماتوکسـیلین و ائوسـین )H&E( یا سـایر 

نشـانگرهای مـورد علاقـه، بـا اسـتفاده از تکنیکهـای ایمونوهیستوکمسـتری اسـتاندارد رنگ‌آمیزی کرد.
7. توده‌هـای ASC را می‌تـوان از طریـق انکوباتـور در EDTA تریپسـین 0.25% در 37 درجـه بـرای 15 تـا 30 دقیقه )بر اسـاس اندازه 
تـوده( بـا تحریـک مکانیکـی بـرای بـه دسـتآوردن سوسپانسـیون یـک سـلولی، جداسـازی کرد. سوسپانسـون سـلولی حاصـل را می‌تـوان با 

هموسـیتومتر یا شـمارنده سـلولی خودکار شـمارش کرد.

 ROI هـا به صورت توده سـلولی سـه بعـدی در 500 سـلول/تجمع )الـف(. )ب( نمای نزدیکـی ازrbASC شـکل 2 اسـکن تصاویـر میکروسـکوپی الکترونـی
نشـان داده شـده در )الف(

قدردانی
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چکیده
در ایـن فصـل، مـا پروتکلـی بـرای القـای میزان بـالای تمایز سـلول‌های اجدادی سـلول‌های چربی شـبه قهـوه‌ای/ قهـوه‌ای )BAP ها(1 
مشـتق از سـلول‌های بنیادیـن پرُتـوان القـا شـده‌ی انسـانی )hiPSC هـا(2 را شـرح می‌دهیـم. همچنین شـرایط کشـت به منظـور نگهداری 
hiPSC هـا و ایجـاد hiPSC-BAP هـا را شـرح می‌دهیـم. ایـن سیسـتم کشـت جدید یک منبـع نامحدود از سـلول‌های چربـی3 قهوه‌ای 

انسـانی و یـک ابـزار منحصـر بـه فرد بـرای مطالعهـی حـوادث تنظیمکنندهی تولیـد و به کارگیـری BAP های انسـانی فراهـم می‌کند.

کلمـات کلیـدی: سـلول‌های بنیـادی چندتـوان القـا شـده‌ی انسـانی، چربـی قهـوه‌ای، سـلول‌های چربـی، تمایـز، سـلول‌های اجدادی 
بی چر

1ـ مقدمه

در پسـتانداران، سـه نـوع سـلول چربـی؛ یعنـی سـلول‌های چربـی قهـوه‌ای، بـِژ و سـفید وجـود دارد کـه بـا وجـود داشـتن عملکردهای 
متضـاد، همگـی در تنظیـم تعـادل انـرژی نقـش دارنـد. بافـت چربـی سـفید )WAT(4 در سراسـر بـدن پخـش شـده اسـت و به طـور عمده 
 BAT .5 بـرای مصـرف انرژی اختصاصی شـده اسـت)BAT( بافـت چربـی قهـوه‌ای ،WAT در ذخیرهسـازی انـرژی نقـش دارد. بـر خلاف
فعـال، سوبسـترای متابولیـک را مصـرف می‌کنـد و بـه لطـف پروتئین جدا کننـده‌ی یـک )UCP-1(6، چربی را بـرای تولید گرما میسـوزاند. 
سـلول‌های چربـی بـِژ بـه تازگـی بـه عنـوان سـلول‌های چربـی شـبه قهـوه‌ای توصیـف شـده‌اند و نـوع سـومی از سـلول‌های چربـی را ارائـه 
می‌دهنـد کـه در خدمـت WAT هسـتند]1[. فعال‌سـازی BAT یـا بـه کارگیـری سـلول‌های چربـی بـِژ منجـر به اثـرات ضد دیابتـی و ضد 
چاقـی قدرتمنـدی در موشـها می‌شـود]2,3[. پیـش از ایـن گزارش شـده بود که کاشـت7های BAT قادرند در موشـهای دیابتـی، مقدار قند 
خـون طبیعـی )نرموگلیسـمی( را بازیابـی کننـد. بنابرایـن، مفهـوم پیونـد اجـدادِ سـلول‌های چربی )AP هـا8( قهوه‌ای یـا بـِژ در مبتلایان به 

1- brown/brown like adipocyte progenitors
2-  Human induced pluripotent stem cells
3-  Adipocyte
4- White adipose tissue
5- Brown adipose tissue
6- Uncoupling Protein
7- Implant
8- Adipocyte Progenitors

فصل 4: 

تمایز سلول‌های اجدادی چربی قهوه‌ای مشتق از سلول‌های بنیادین
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