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69 -79، 1390 بهار 1 شماره 5دوره ) لامتپياورد س(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران   
 
 

 

   BSPتاثير داروي زولدرونيك اسيد در بيان و متيلاسيون ژن 
  بنيادي مزانشيمي در طول تمايز استئوبلاستيك سلولهاي 

  
  ، 3دكتر يوسف مرتضوي، 2، دكتر مهرداد نوروزي نيا 1مجيدفرش دوستي حق 
  5، مريم محمودي نيا ميمند4، دكتر سعيد كاوياني4دكتر مسعود سليماني

 
  چكيده

  
ر در اين تحقيق تاثي. باشد شاخص اختصاصي تمايز استئوبلاستيك مي) BSP( سيالو پروتئين استخواني:زمينه و هدف

 مورد ارزيابي قرار گرفته و همچنين به منظور درك مكانيسم هاي كنترلي بيان ژن، وضعيت BSPزولدرونيك اسيد بر بيان 
  . مورد بررسي قرار گرفتBSPمتيلاسيون پروموتر 

از مغز استخوان انساني صورت ) MSCs(هاي بنيادي مزانشيمي  در اين مطالعه تجربي جداسازي سلول:روش بررسي
 هفته در محيط تمايزي كشت 3 پس از تكثير، تحت تيمار با زولدرونيك اسيد قرار گرفتند و سپس به مدت MSCs. گرفت

 با استفاده از   BSPبيان . هاي تمايز يافته استئوبلاستي صورت گرفت  و سلولMSCs از RNA و DNAاستخراج . داده شدند
RT-PCRموتر ژن وضعيت متيلاسيون پرو.   مورد ارزيابي قرار گرفتBSP پس از تيمار ،DNAبا سديم بي سولفيت )SBS( ،

  . مشخص شدMSPدر آزمون ) U(و غيرمتيله) M(با استفاده از پرايمرهاي متيله
 در سلول هاي تمايز يافته استئوبلاستي بواسطه تيمار با زولدرونيك اسيد قابل مشاهده بود ولي در BSP بيان :ها يافته
 در طول تمايز در وضعيت BSP نشان داد كه ژن MSP بررسي با روش. قابل مشاهده نبودهاي بنيادي مزانشيمي  سلول

  .  دمتيلاسيون كامل قرار داشت
 از هفته اول تمايز به خوبي قابل ارزيابي بوده و اين نشان دهنده تسريع تمايز استئوبلاستي بواسطه BSP بيان :نتيجه گيري

 نشان دهنده عدم تاثير زولدرونيك اسيد بر وضعيت BSPت دمتيلاسيون وضعي. تيمار با زولدرونيك اسيد مي باشد
هاي   را در طول تمايز استئوبلاستي سلولBSPساير مكانيسم هاي ژنتيكي و يا اپي ژنتيكي بيان . باشد متيلاسيون اين ژن مي

  .   بنيادي مزانشيمي تيمار شده  با داروي زولدرونيك اسيد تحت كنترل دارند
   DNA، متيلاسيون  BSPهاي بنيادي مزانشيمي، زولدرونيك اسيد، تمايز استئوبلاستي،  سلول:يديواژه هاي كل

   
 

  90ارديبهشت  :   پذيرش مقاله  -   89 بهمن :   دريافت مقاله -
 

    مقدمه
هاي ماتريكس غير كلاژني بافت استخواني  پروتئين

نقش مهمي را در ارگانيزاسيون ماتريكس كلاژني، 
هاي هيدروكسي آپاتيت ايفا  و رشد كريستالتشكيل 

  . كنند مي
  

 گروه هماتولوژي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه كارشناسي ارشد هماتولوژي و بانك خون  1
  تربيت مدرس

   دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرسژنتيك پزشكياستاديار گروه  2
   م پزشكي زنجاندانشيارگروه هماتولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه علو 3
  دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرسهماتولوژياستاديار گروه  4
 مركز تحقيقات سلولي ملكولي و سلولهاي بنيادي  زيست سلولي مولكوليكارشناسي ارشد 5

 صارمبيمارستان 

ركلاژني ـريكس غيـهاي مات نـرين پروتئيـت عمده
كندوريتين سولفات   هاي شامل گليكوپروتئين

 سيالو ،)Biglycan(گليكان  و باي) Decorin(دكورين
 هاي استئوپونتين و سيالوپروتئين استخواني پروتئين

)BSP(، باشند استئوكلسين و استئونكتين مي)1( .BSP 
براي اولين بار از استخوان كورتيكال گاوي در سال 

 كه يك  جداسازي شدHerring و Kent توسط 1972
 با محتواي بالاي اسيد سياليك KDa23 گليكوپروتئين

. است

 : نويسنده مسئول * 

  يوسف مرتضوي ؛ دكتر 
دانشگاه علوم پزشكي   دانشكده پزشكي   

  زنجان
 Email : Youmort@yahoo.com 
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  .. … در طول BSPتاثير داروي زولدرونيك اسيد در بيان و متيلاسيون ژن 
 
 

  1390 بهار 1  شماره 5دوره) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 
     

BSP هاي استخواني تازه  ميزان بالايي در بافت به
تشكيل شده بيان مي شود و به عنوان هسته تشكيل 
دهنده هيدروكسي آپاتيت و ماركر اختصاصي تمايز 

در عين حال . باشد ها مطرح مي استئوبلاست
 سيگنال دهي سلولي هاي اتصال سلولي و ويژگي

BSPهاي متعددي را براي اين پروتئين در تغيير  ، نقش
استخوان و همچنين در ) Remodeling(ساختار

  . كند هاي مختلف ايجاد مي پاتولوژي بيماري
 در ماتريكس كلاژني يك فاكتور BSPحضور 

ها بوده و تمايز آنها  ميتوژنيك براي پري استئوبلاست
 كرده و در نتيجه را به استئوبلاست تسريع

بيان . )2(كند كلسيفيكاسيون استخوان را تحريك مي
BSPهاي مينراليزه مانند استخوان،   اختصاصي بافت

  . )3(هاي مينراليزه، عاج دندان و سمنتوم است غضروف
 به اين مطلب اشاره دارد كه BSPبيان محدود ژن 

. باشد نسخه برداري ژن در حالت نرمال مهار شده مي
تواند به علت اتصال نوكلئوزم، متيلاسيون  اين مهار مي

نوكلئوتيدها، نياز به فاكتورهاي نسخه برداري 
ها  تركيبي از اين مكانيسماختصاصي جهت القا بيان يا 

هاي كنترل بيان ژن، فرايندهاي  يكي از مكانيسم. باشد
، عمدتاً DNAباشد كه شامل متيلاسيون  اپي ژنتيكي مي

هاي  ها و مديفيكاسيون در نواحي پروموتور ژن
هيستوني اعم از استيلاسيون، داستيلاسيون، متيلاسيون، 

 به DNA متيلاسيون .باشد فسفوريلاسيون و غيره مي
واسطه افزودن گروه متيل بر روي سيتوزين در جزاير 

CpGاند كه  تحقيقات نشان داده. شود  اعمال مي
وضعيت هيپومتيلاسيون با افزايش بيان و وضعيت 
هيپرمتيلاسيون با كاهش يا خاموشي بيان ژن همراه 

 گروه تحقيقاتي ما نشان دادند كه وضعيت ).4(است
تمايز استئوبلاستي  در طول ROR2متيلاسيون ژن 
تغييرات اپي ژنتيكي بعلت . )5(كند تغيير پيدا مي

هاي  قابليت تغيير در مقايسه با تغييرات ژنتيكي هدف
  . باشند هاي جديد مي تري در ايجاد درمان مناسب

 ها اصي ژنـون اختصـيت متيلاسيـبا توجه به اهم
)Gene Specific Methylation (ها، تعيين  در بيان ژن

هاي اختصاصي استئوبلاستيك   متيلاسيون ژنوضعيت
  . حائز اهميت خواهد بودBSPهمانند 

ها  زولدرونيك اسيد جزو دسته دارويي بي فسفانات
هاي استخوان در  بوده و براي پيشگيري از شكستگي

). 6(سرطان و همچنين در استئوپورزيس كاربرد دارد
) FDA(، اداره غذا و داروي آمريكا2007در سال 

استفاده از اين دارو جهت درمان استئوپورز در مجوز 
تحقيقات نشان داده است كه . زنان يائسه را صادر كرد

ها را  مصرف زولدرونيك اسيد ميزان شكستگي مهره
ها را بهبود  دهد و دانسيته استخوان به شدت كاهش مي

   ).7(بخشد مي
ها و القا تمايز  مكانيسم اثر اين دارو مهار استئوكلاست

فعاليت اخير اين دارو در ). 8(باشد ها مي بلاستاستئو
القا تمايز استئوبلاستيك سلولهاي بنيادي مزانشيمي و 
مكانيسم تاثير آن بر روي بيان ژن هاي اختصاصي 

تحقيقات نشان داده . باشد استئوبلاستي مشخص نمي
 در طول تمايز استئوبلاستي BSPاست كه بيان 

). 9(يابد يش ميسلولهاي بنيادي مزانشيمي رت افزا
 با Saos-2هاي شبه استئوبلاستي  همچنين تيمار سلول

داروي زولدرونيك اسيد كه در درمان استئوپورز 
 در اين سلولها BSPكاربرد دارد، منجر به افزايش بيان 

اند كه   همچنين تحقيقات نشان داده).10(گردد مي
BSP يك ماركر بيوشيميايي اختصاصي براي 

  ).11(باشد  در زنان يائسه ميمتابوليسم استخوان
هدف از تحقيق حاضر ارزيابي تاثير داروي 
زولدرونيك اسيد در بيان ژن سيالوپروتئين 

هاي بنيادي مزانشيمي  در سلول) BSP(استخواني
همچنين به منظور . انساني تيمار شده با اين دارو است

هاي اپي ژنتيك احتمالي موثر  شناخت بيشتر مكانيسم
هاي بنيادي مزانشيمي تيمار   در سلولBSPن در القا بيا

 وضعيت متيلاسيون شده با داروي زولدرونيك اسيد،
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  و همكاران مجيد فرش دوستي حق 

 
 

1390 بهار 1 شماره5دوره) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران   
   

هاي   در طول تمايز استئوبلاستيك سلولBSPژن 
بنيادي مزانشيمي تيمار شده با داروي زولدرونيك 

 مورد ارزيابي قرار MSPاسيد با استفاده از روش 
  .گيرد مي
  

  روش بررسي
هاي بنيادي مزانشيمي  لجداسازي و تكثير سلو

   انساني
پس از كسب رضايت از يك اهدا كننده سالم حدود 

ml 10 از مغز استخوان انساني در يك لوله هپارينه در 
بخش پيوند مغز استخوان بيمارستان شريعتي تهيه 

اي با استفاده از فايكول  سلول هاي تك هسته. گرديد
هاي  سلول. و سانتريفوژ شيب غلظتي جداسازي شدند

 شستشو شده و در فلاسك HBSSاي با بافر  تك هسته
محيط  ml 20 به همراه 75Tكشت سلول 

 FBS% 10و  DMEM-low glucose  (Gibco)كشت
 استرپتومايسين µg/ml100  پنيسيلين و U/ml 100 و

به مدت يك شب % CO25  با C°37در انكوباتور 
هاي  قبل از انجام كشت، سلول). 12(كشت داده شدند

اي شمارش شده و درصد زنده  ك هستهت
براي انجام شمارش . ها تعيين شد آن) Viability(بودن

 تريپان lµ 10 از سوسپانسيون سلولي با lµ 10سلولي 
روز . بلو مخلوط شده و با لام نئوبار شمارش شدند

بعد فلاسك از محيط كشت خالي شده و سلول هاي 
 PBSAر  بافml 20چسبنده به سطح فلاسك سه بار با 

ها تعويض محيط شده و  سلول. شستشو داده شدند
 Confluencyحدود يك هفته كشت داده شدند تا به 

رسيده و سپس با تريپسين جدا شده و % 60-70%
 تمايز استئوبلاستيك 2-3در پاساژ . پاساژ داده شدند

محيط تمايزي . هاي بنيادي مزانشيمي انجام شد سلول
، DMEMعمومي استئوبلاستي حاوي محيط كشت 

L- 10گلوتامين و %FBS بوده كه به آن فاكتورهاي 
، بتا nM 10تمايزي دگزامتازون با غلظت نهايي 

 و mM 5گليسرول فسفات با غلظت نهايي 
 µg/ml 50 فسفات با غلظت نهايي -2-آسكوربات 
هاي بنيادي  براي تاييد ماهيت سلول. اضافه گرديد

ا با استفاده ه مزانشيمي ماركرهاي شاخص اين سلول
  ).13(از فلوسيتومتري مورد ارزيابي قرار گرفتند

هاي بنيادي مزانشيمي با داروي  تيمار سلول
  زولدرونيك اسيد

 پودر mg4زولدرونيك اسيد به صورت ويال حاوي 
اين .  تهيه گرديدNovartisليوفيليزه از شركت دارويي 

دارو در آب محلول بوده و نيز قابليت انحلال در 
در محيط  µM 5از غلظت نهايي . شت را داردمحيط ك

) Pulse Treatment(كشت براي تيمار ضرباني
القاء تمايز . هاي بنيادي مزانشيمي استفاده شد سلول

.  انجام شد75Tهاي  در فلاسك hMSCاستئوبلاستي 
 با داروي زولدرونيك اسيد در MSCsتيمار 

Confluency 40%-30 %ها صورت گرفت و  سلول
MSCsتيمار ضرباني با  تحت µM 5 داروي 

). 14( ساعت قرار گرفتند3زولدرونيك اسيد به مدت 
 ساعت، محيط كشت تخليه 3بعد از تيمار به مدت 

سپس محيط تمايزي .  شستشو داده شدPBSشده و با 
 روز كشت داده 21بر روي آنها اضافه شد و به مدت 

هاي بنيادي مزانشيمي بدون تيمار به  سلول. شدند
  .ن كنترل كشت داده شدندعنوا

  رنگ آميزي آليزارين رد
تاييد تمايز استئوبلاستي با استفاده از رنگ آميزي 

براي انجام اين رنگ آميزي . آليزارين صورت گرفت
 خانه اي 6هاي  هاي بنيادي مزانشيمي در پليت سلول

  . كشت داده شدند
بخشي از سلولها با زولدرونيك اسيد تيمار شدند و 

به عنوان كنترل بدون تيمار كشت داده گروهي هم 
 كشت 21رنگ آميزي آليزارين رد در روز . شدند

براي انجام رنگ آميزي محيط كشت . انجام گرفت
سپس .  شستشو شدندPBSتخليه شده و سلولها با 
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  1390 بهار 1  شماره 5دوره) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 
     

 PBSفيكس شده و مجدد با % 40سلولها با فرمالدهيد 
اضافه شده و به % 1رنگ آليزارين رد . شستشو شدند

نهايتاً با آب مقطر .  دقيقه انكوبه شدند30ت مد
شستشو شده و در زير ميكروسكوپ از نظر وجود 

هاي قرمز رنگ كلسيم مورد ارزيابي قرار  رسوب
  .گرفتند

  RNA و DNAاستخراج 
هاي بنيادي مزانشيمي و   از سلولDNAاستخراج 

تمايز يافته استئوبلاستي در هفته اول، دوم و سوم با 
 بر Roche شركت DNAيت استخراج استفاده از ك

  . اساس پروتكل پيشنهادي كيت انجام گرفت
بر اساس اين پروتكل و به طور خلاصه، سلولها 

 µl 200 ،PBSتريپسينه شده و پس از شستشو در 
 سلول از هر 3-4×106حدود . سوسپانسيون شدند

 بافر µl 200سپس .  استحصال شد75Tفلاسك 
Binding و µl 40 پروتئيناز K دقيقه 10 افزوده شده و 

 ايزوپروپانول µl100.  انكوبه شدندC°70در دماي 
اضافه شده و به فيلتر تيوب منتقل شده و سانتريفوژ 

 2 و Inhibitorفيلتر تيوب يك مرحله با بافر . شدند
  .مرحله با بافر شستشو، شستشو داده شد

 اضافه شده و سانتريفوژ Elusion بافر µl 50 نهايتاً 
. گردد  استخراج ميDNAدد و بدين ترتيب گر مي

DNA استخراج شده به منظور ارزيابي كيفيت بر روي 
 استخراج شده DNAمقدار . ژل آگارز بررسي شد

.  اندازه گيري شدnm260بواسطه جذب در طول موج 
 استخراج شده با نسبت جذب در طول DNAخلوص 

  .سنجيده شد nm 280 به  nm260موج 
RNAادي مزانشيمي و هاي بني  سلولMSC هاي تيمار 

شده با داروي زولدرونيك اسيد در هفته اول، دوم و 
 شركت  RNeasy plus Mini Kitسوم با استفاده از 

Qiagen بر اساس پروتكل پيشنهادي كيت استخراج 
به طور خلاصه، سلولها ليز و هموژنيزه شده و . شدند

پس .  منتقل شدندgDNA Eliminatorبر روي ستون 

 ژنومي، اتانول اضافه شده DNAز سانتريفوژ و حذف ا
  .  منتقل شدندRNAبر روي ستون استخراج 

 RNase-freeپس از چندين مرحله شستشو، با افزودن 

water به ستون و سانتريفوژ RNAقبل .  استخراج شد
 با Integrity (RNA( تماميتcDNAاز سنتز 

  .الكتروفورز بر روي ژل آگارز سنجيده شد
  Sss1 و آنزيم SBS با DNA تيمار

 SBS استخراج شده با MSP ،DNAقبل از انجام 
) µg1حدود ( µl10 DNAبراي اين منظور . تيمار شد

 ميكروليتر 5/5 آب مقطر ديونيزه اضافه شد و µl40به 
NaOH2 دقيقه در 20 مولار با آن افزوده و C°37 

 تازه mM10 هيدروكينون µl30به ترتيب . انكوبه شد
 تازه تهيه M3 سديم بي سولفايد µl520ده و تهيه ش

شده به تيوب اضافه شد و نهايتاً به كمك روغن 
 ساعت 16سپس . معدني سطح محلول پوشانده شد

 با استفاده از كيت DNA.  انكوبه شدC°50در دماي 
Roche از محلول استخراج شد .  

بر ) Desulfonation(در اين مرحله دسولفوناسيون
 از µl 22براي اين منظور . گيرد مي انجام DNAروي 

NaOH 3 دقيقه 5 مولار به آن اضافه شده و به مدت 
 به روش اتانول DNAسپس . در دماي اتاق انكوبه شد

 آب مقطر دو µl30استات آمونيوم رسوب كرده و در 
 متيله به عنوان DNAبراي تهيه  .شود بار تقطير حل مي

 New England شركت Sss1كنترل مثبت از آنزيم 

Biolabs بر اساس پروتكل پيشنهادي كيت استفاده 
 خون محيطي به µl 6 DNAبدين منظور . )15(شد

 آدنوزيل متيونين -10X ،µl5/0 S بافر µl10همراه 
mM32 ،µl2 آنزيم Sss1 با آب مقطر به حجم µl100 
 ساعت در 5/1مخلوط متيلاسيون به مدت . رسيد

ستفاده  متيله با اDNAسپس .  انكوبه شدC°37دماي 
 متيله حاصل به عنوان DNA. از كيت، استخراج شد

مورد استفاده ) M( با پرايمر متيلهMSPكنترل مثبت در 
  .قرار گرفت
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  RT-PCR و انجام cDNAسنتز 
 استخراج شده از µl4 RNA با استفاده از cDNAسنتز 

سلولهاي بنيادي مزانشيمي و سلولهاي تمايز يافته 
  . استئوبلاستي انجام گرفت

 pmol20 شامل cDNAخلوط واكنش براي سنتز م
 mM250محتوي (X5 بافر µl4پرايمر راندوم هگزامر، 

Tris-HCl ،mM250 KCl ،mM20 MgCl2 ،mM50 
DTT( مخلوط ،dNTP)mM10( آنزيم ترانس كريپتاز ،

M-MuLV )Fermentase ( كه به حجم نهاييµl25 
برنامه دمايي براي واكنش نسخه برداري . رسيد

غير فعالسازي .  دقيقه بود60 به مدت C42°معكوس 
 دقيقه 10 به مدت C70°آنزيم بواسطه حرارت 

  .صورت گرفت
 از پرايمرهاي اختصاصي استفاده RT-PCRبراي انجام 

حجم نهايي .  آمده است1شد كه توالي آنها در جدول 
مخلوط .  بودRT-PCR µl25واكنش براي انجام 

، mM5/2 MgCl2  پرايمر، pmol10 واكنش محتوي 
 ،Taq µl5/0 ،µl5/0 cDNA پليمراز DNAآنزيم 

mM5/2 dNTP و بافر X PCR10برنامه دمايي .  بود
 به C95°دستگاه ترمال سايكلر شامل يك سيكل 

 ثانيه، 30 به مدت C 95° سيكل30 دقيقه، 5مدت 
°C62 ثانيه، 30 به مدت °C72 ثانيه و 30 به مدت 

. قه مي باشد دقي5 به مدت C72°نهايتاً يك سيكل 
قطعه تكثير شده با الكتروفورز بر روي ژل آگارز 

ها   براي هر يك از نمونهRT-PCR. بررسي شد
  .حداقل سه بار تكرار شد

MSP   
و غير ) M(با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي متيله

 متيله و غير متيله DNAكه قادر به تشخيص ) U(متيله
. ام شدانج) MSP( اختصاصي متيلاسيونPCRهستند 

 Methprimerپرايمرها با استفاده از نرم افزار آنلاين 
  . )16(طراحي شدند

پرايمرهاي مورد استفاده براي تشخيص متيلاسيون در 
ل ـ شامPCRش ـواكن.  آورده شده است1جدول 

 هر كدام(dNTPلوط ـ، مخX10ر ـوط بافـمخل

mM25/1(رهاـ، پرايم)µM 5/0(، mM MgCl225 ،
DMSO 4%-1% ،25/1 واحد آنزيم Taq DNA 

Polymerase)Fermentase ( وDNA تيمار شده با 
SBS)ng50 ( در حجم نهاييµl25تهيه شد  .MSP 

  .ها حداقل سه بار تكرار شد براي هر يك از نمونه
  

  BSP ژن RT وU و Mتوالي پرايمرهاي : 1جدول 
  

 نام پرايمر توالي پرايمر )bp(اندازه باند
CGATTCGTAGCGGTAGATGTAC BSPMF 107 
ACGAAACGCAAAAAAAATACG BSPMR 

GTGATTTGTAGTGGTAGATGTATGA BSPUF 110 
AAACAAAACACAAAAAAAATACAAA BSPUR 

TGCCTTGAGCCTGCTTCCT BSP(RT)F 79 
CTGAGCAAAATTAAAGCAGTCTTCA BSP(RT)R 

  

  ها يافته
   تاييد تمايز استئوبلاستيك با رنگ آميزي آليزارين رد

به رنگ قرمز هاي كليسمي در اين رنگ آميزي  توده
شوند كه نشان دهنده تمايز استئوبلاستيك  ديده مي

  . اشدـب زانشيمي ميـيادي مـهاي بن سلول
  

  
هاي تمايز يافته  گ آميزي آليزارين رد در سلولـرن

 21روز (استئوبلاستي تيمار شده با زولدرونيك اسيد
هاي كلسيمي را نشان  رسوب قرمز رنگ توده) تمايز
  . )الف.1تصوير (دهد مي
  

73
www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hi

ve
 o

f S
ID

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

://
jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

/ 
on

 S
at

ur
da

y,
 F

eb
ru

ar
y 

18
, 2

01
2

  .. … در طول BSPتاثير داروي زولدرونيك اسيد در بيان و متيلاسيون ژن 
 
 

  1390 بهار 1  شماره 5دوره) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 
     

هاي بنيادي مزانشيمي براي اين رنگ آميزي  سلول
منفي بودند و هيچ گونه رسوب كلسيم در آنها 

  ).ب.1تصوير (مشاهده نشد
  

         
  رنگ آميزي آليزارين رد: 1تصوير

   تمايز21سلول هاي تمايز يافته استئوبلاستي تيمار شده با زولدرونيك اسيد در روز : الف
  زانشيميسلول هاي بنيادي م: ب

 MSCs در تمايز استئوبلاسـتيك      BSPوضعيت بيان   
  تيمار شده با زولدرونيك اسيد

به منظور درك بهتر تاثير داروي زولدرونيك اسـيد بـر           
 و همچنين به منظـور بررسـي ارتبـاط          BSPروي بيان   

 mRNA و بيـان آن،      BSPبين وضعيت متيلاسيون ژن     
بي  مـورد ارزيـا    RT-PCR با استفاده از روش      BSPژن  

هـاي بنيـادي      براي سلول  RT-PCRنتايج  . قرار گرفت 
هـاي   مزانشيمي منفـي بـوده، درحاليكـه بـراي سـلول          

استئوبلاستي در هفتـه اول، دوم و سـوم تمـايز مثبـت             
 در سـلولهاي    BSPبر اين اسـاس     ). 2تصوير(باشند مي

شود ولي با القاء تمايز، بيان       بنيادي مزانشيمي بيان نمي   
BSPيز به بعد قابل مشاهده است  از هفته اول تما .  

       

  
  bp79 اندازه باند BSP ژن RT-PCR نتايج :2تصوير 

)0 :(cDNAسلول هاي بنيادي مزانشيمي تمايز نيافته   
   تمايز21و14و7 سلولهاي تمايز يافته استئوبلاستي به ترتيب روزهاي cDNA): 7و14و21(

)L :(bp ladder100  
  

ز استئوبلاستيك  در تمايBSPوضعيت متيلاسيون 
MSCsتيمار شده با زولدرونيك اسيد    
هاي اپي ژنتيك همانند تغيير متيلاسيون ژنوم،  مكانيسم

هاي  هاي هيستوني و غيره جزو مكانيسم مديفيكاسيون
  لولي ـلف سـيان ژن در فرايندهاي مختـاصلي كنترل ب

  
در اين تحقيق تاثير داروي زولدرونيك اسيد . باشند مي

 مورد ارزيابي قرار BSPيلاسيون پروموتر بر روي مت
 در BSP براي ژن U با پرايمر MSPنتايج . گرفت
هاي بنيادي  هاي استئوبلاستي تمايز يافته و سلول سلول

 با پرايمر MSPدر حاليكه نتايج . مزانشيمي مثبت بود
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M براي ژن BSPهاي بنيادي مزانشيمي   هم در سلول
. مايز يافته منفي بودهاي استئوبلاستي ت و هم در سلول

 را نشان BSPاين نتايج وضعيت دمتيلاسيون كامل ژن 
 در BSPدر عين حال الگوي متيلاسيون ژن . دهد مي

هاي بنيادي مزانشيمي  طول تمايز استئوبلاستيك سلول

هاي  تيمار شده با داروي زولدرونيك اسيد در سلول
هاي بنيادي مزانشيمي مشابه  استئوبلاستي و سلول

اشد و تمايز استئوبلاستي با تغيير متيلاسيون اين ب مي
  ).3تصوير(ژن همراه نيست

  

    
  BSPبر روي ژن ) غيرمتيله(Uو ) متيله(M با پرايمرهاي MSPنتايج : 3تصوير 

  

    .سلولهاي بنيادي مزانشيمي تمايز نيافته): bp107      )0 با اندازه باند BSP براي ژن M با پرايمر MSP: الف
    L :(bp ladder100(      تمايز21و14و7سلول هاي تمايز يافته استئوبلاستي به ترتيب روزهاي ): 7و14و21(
)P :(كنترل مثبت)DNA خون محيطي تيمار شده با Sss1 و SBS(         )U :(DNA بدون تيمار SBS  )N :( بدونDNA       
  

  لولهاي بنيادي مزانشيمي تمايز نيافتهس): bp110  )0 با اندازه باند BSP براي ژن U با پرايمر MSP: ب
  L :(bp ladder100(   تمايز21و14و7سلولهاي تمايز يافته استئوبلاستي به ترتيب روزهاي ): 7و14و21(
)P :(كنترل مثبت)DNA خون محيطي تيمار شده با SBS(  )U :(DNA بدون تيمار SBS      )N :( بدونDNA  

  
  بحث

ن در جهان استئوپورز شايعترين بيماري استخوا
باشد كه با كاهش توده استخواني و افزايش  مي

 درصد زنان و 50. شكنندگي استخوان ها همراه است
رض ابتلا به ـال در معـ س50ردان بالاي ـ درصد م20
اين عارضه سالانه ). 17(ورز قرار دارندـوپـاستئ

هاي درماني بسيار بالايي را بخود اختصاص  هزينه
 استئوپورز عمدتاً بر اساس هاي رايج درمان. دهد مي

مهار بازجذب استخوان از طريق مهار عملكرد 
  ). 18(باشد ها مي استئوكلاست

كنند تنها  ها را مهار مي داروهايي كه استئوكلاست
د منابع ـتوانن بازجذب استخوان را مهار كرده و نمي

  ل، ـقابـدر م. ندـا كـه را احيـت رفتـواني از دسـاستخ

  
اند كه مكانيسم اثر   توسعه پيدا كردهداروهاي جديدي

آنها مهار استئوكلاستها به همراه القاء تمايز 
زولدرونيك اسيد به عنوان يك . باشد استئوبلاستها مي

بي فسفونات نسل سوم جزو اين دسته از داروها بوده 
هاي اسكلتي در  كه براي پيشگيري از شكستگي

در ). 19(گيرد بيماران مختلف مورد استفاده قرار مي
 مجوز استفاده از اين دارو جهت FDA، 2007سال 

. درمان استئوپورز در زنان يائسه را صادر كرد
اند كه مصرف زولدرونيك اسيد  تحقيقات نشان داده

ها را به شدت  در زنان يائسه ميزان شكستگي مهره
ها را بهبود  دهد و دانسيته استخوان كاهش مي

ليت مهار بازجذب زولدرونيك اسيد فعا). 7(بخشد مي
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ها، مهار  استخوان را بواسطه مهار بلوغ استئوكلاست
ها به موضع باز جذب  فراخواني استئوكلاست

، كاهش هاي بالغ استخوان، مهار عملكرد استئوكلاست
، فعاليت آنتي توموري IL-1ها همانند  توليد سيتوكين

، مهار انتشار، )سيتواستاتيك و سيتوليتيك(مستقيم
هاي  تهاجم و چسبندگي به ماتريكس استخواني سلول

زولدرونيك اسيد ). 20-24(كند اعمال مي توموري
 منجر به القاء تمايز ها، علاوه بر استئوكلاست

شود ولي مكانيسم اثر اين دارو در  استئوبلاستي مي
. القاء تمايز استئوبلاستي به خوبي شناخته نشده است

 ساعت 6 تا 3تاثير ضرباني زولدرونيك اسيد به مدت 
 هفته تحت 2 و سپس كشت به مدت µM5در غلظت 

شرايط استئوژنيك منجر به القاء تمايز استئوژنيك در 
hMSCهمچنين تحقيقات نشان دادند  ).14(شود  مي

هاي شاخص استئوژنيك همانند  كه بيان ژن
استئوكلسين و استئوپونتين به دوز داروي زولدرنيك 
اسيد بستگي دارد بطوريكه با كاهش دوز داروي 
زولدرونيك اسيد بيان استئوكلسين و استئوپونتين در 

بر ). 25(كند طول تمايز استئوبلاستيك كاهش پيدا مي
اين اساس شناخت تاثير زولدرونيك اسيد بر روي 

هاي شاخص استئوبلاستي همانند  بيان ژن
سيالوپروتئين استخواني و مكانيسم اثر آن حايز اهميت 

  .خواهد بود
از % 8-12حـــدود ) BSP(ســـيالوپروتئين اســـتخواني

هــاي غيــر كلاژنــي در اســتخوان را تــشكيل  پــروتئين
باشـد   اً گليكوزيله مي  لكول شديد و يك م  BSP. دهد مي

هـا   لكـولي آنـرا كربوهيـدرات     ووزن م % 50كه حـدود    
هاي عمده آن شـامل      دهند كه كربوهيدرات   تشكيل مي 

ــين       ــالاكتوز آم ــين و گ ــوكز آم ــياليك، گل ــيد س اس
 اسيد 327سيالوپروتئين استخواني داراي   . )26(باشد مي

 ترمينــال آن در اتــصال بــه Nاحيــه آمينــه بــوده كــه ن
همچنين ايـن پـروتئين     . هيدروكسي آپاتيت نقش دارد   

 در انتهاي كربوكسي مي باشـد كـه         RGDداراي توالي   

 BSPجايگـاه ژنـي   . در چسبندگي سـلولي نقـش دارد   
بر روي بازوي بلند كروموزوم شـماره       ) IBSP(انساني

 قابل توجه اينكه جايگاه ژنـي  ). 27( قرار گرفته است   4
هـاي مـاتريكس اسـتخواني در همـين          اغلب پـروتئين  
  ). 28(ناحيه واقع است

، پروتئين مـاتريكس    )OPN(، استئوپونتين BSPهاي   ژن
و سيالوفــسفوپروتئين عــاج  ) DMP1(عــاج دنــدان 

 بـر   Kb600در يك ناحيه ژني به طول       ) DSPP(دندان
 واقع هـستند كـه   4روي بازوي بلند كروموزوم شماره    

كنند كه از نظر عملكـردي و        وليد مي هايي را ت   پروتئين
ساختاري مشابه هم هستند و در تنظيم مينراليزاسيون و   

  .باشند چسبندگي سلولي داراي نقش مي
 عمدتاً در ماتريكس مينراليزه استخوان ديـده        BSPبيان  
ــود مـــي ــان . شـ ــزان بيـ  در پـــري mRNA ،BSPميـ

ها خيلي اندك بوده و رديـابي آن مـشكل           استئوبلاست
د، در حاليكـه بيـان آن در استئوبلاسـت هـا و             باش ـ مي

ها افزايش يافته و به خـوبي قابـل ارزيـابي            استئوسيت
باشـد كـه     اين مطلب مؤيد يافته هاي ما مي      ). 29(است

 از هفتـــه اول تمـــايز BSPدهـــد بيـــان  نـــشان مـــي
استئوبلاستي يعنـي مرحلـه پـري استئوبلاسـتي آغـاز           

ستئوبلاستي شود و در هفته هاي دوم و سوم تمايز ا          مي
كه سلولهاي بالغ استئوبلاسـت و استئوسـيت تـشكيل          

در .  به خوبي قابـل رديـابي اسـت        BSPشوند بيان    مي
دهنـد كـه بيـان در        هاي قبلي نشان مـي     عين حال يافته  

مرحله پـري استئوبلاسـتي خيلـي انـدك اسـت ولـي             
 در هفتـه اول     BSPدهد كه بيـان      هاي ما نشان مي    يافته

رزيابي بوده و اين نـشان دهنـده        تمايز به خوبي قابل ا    
تسريع تمـايز استئوبلاسـتي بواسـطه تيمـار بـا داروي            

بر ايـن اسـاس و همچنـين      . باشد زولدرونيك اسيد مي  
 را BSPهاي قبلي داروي زولدرونيك اسـيد بيـان          يافته

هـاي بنيـادي مزانـشيمي       در تمايز استئوبلاستي سـلول    
  ). 14(دهد افزايش مي
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 نـشان دهنـده ايـن مطلـب         BSPاما بيان محدود بافتي     
است كـه  نـسخه بـرداري ايـن ژن در حالـت نرمـال                

تواند بـه علـت اتـصال        اين مهار مي  . باشد خاموش مي 
نوكلئوزوم، متيلاسيون نوكلئوتيدها، نياز به فاكتورهـاي       
نسخه برداري اختصاصي جهت القاء بيان يا تركيبي از         

صال تحقيقات براي نشان دادن ات    . ها باشد  اين مكانسيم 
ــا اســتفاده از BSPنوكلئــوزوم بــه ناحيــه پرومــوتر  ، ب

، هيچگونــه تفــاوتي را بــين DNase-1حــساسيت بــه 
 را  BSPهـايي كـه       و سلول  BSPهاي بيان كننده     سلول

 تحت تـاثير    BSPبيان  . )30(كردند، نشان نداد   بيان نمي 
داروي زولدرونيك اسيد در طول تمايز استئوبلاستيك       

توانـد متـاثر از سـاير        هاي بنيادي مزانشيمي مـي     سلول
  .  باشدهاي اپي ژنتيك مكانيسم

 در طـول    BSPدر اين تحقيق وضعيت متيلاسـيون ژن        
هاي بنيادي مزانشيمي تيمار     تمايز استئوبلاستيك سلول  

شده با زولدرونيك اسيد مورد ارزيابي قـرار گرفـت و           
ــه پرومــوتر ژن      ــد كــه ناحي ــشان داده ش  در BSPن

هاي استئوبلاستي   هاي بنيادي مزانشيمي و سلول     سلول
  . دمتيلاسيون كامل قرار داردتمايز يافته در وضعيت

 بر اين اسـاس تمـايز استئوبلاسـتي تـاثيري بـر روي             
وضعيت متيلاسيون اين ژن ندارد و بيان اين ژن متـاثر           

  . باشد از تغيير متيلاسيون نمي
هاي ژنتيكي و يـا اپـي ژنتيكـي          احتمالاً ساير مكانيسم  

هـاي   سـلول   را در طـول تمايزاستئوبلاسـتي      BSPبيان  

نشيمي تيمـار شـده بـا داروي زولـدرونيك          بنيادي مزا 
  .   اسيد تحت كنترل دارند

  

  نتيجه گيري
در اين تحقيق مشخص شـد كـه داروي زولـدرونيك           

دهـد ولـي تغييـري در         را افزايش مـي    BSPاسيد بيان   
ايـن  . كند الگوي متيلاسيون پروموتر اين ژن ايجاد نمي      

دهد كه داروي زولـدرونيك اسـيد بـا          مطلب نشان مي  
هـاي سـلولي ديگـري بـه غيـر از            ده از مكانيـسم   استفا

، منجر به افزايش بيان اين ژن       BSPمتيلاسيون پروموتر   
بر اين اساس پيشنهاد  مي شود كه به منظـور           . شود مي

درك بهتر القاء تمايز استئوبلاسـتي بـه واسـطه داروي           
زولدرونيك اسيد، ساير مكانيسم هاي ژنتيكي و يا اپي         

  .ر گيرندژنتيكي مورد بررسي قرا
  

  تشكر و قدرداني
اين تحقيق مستخرج از پايان نامه دكتراي رشته خون 
شناسي آزمايشگاهي و بانك خون و با حمايت مالي 
دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس انجام 

  . شده است
از نمايندگي شركت نوارتيس و آقاي دكتر جعفري 

يقات بدليل تامين داروي زولدرونيك اسيد و مركز تحق
هاي بنيادي صارم بدليل در  سلولي ملكولي و سلول

اختيار گذاشتن آزمايشگاه و بعضي از مواد، نهايت 
  .تشكر و قدرداني را داريم
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