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  چکیده

به استئوبلاست ي بنیادي مزانشیمی ها سلول برداري در تمایز نسخهترین فاکتور  اختصاصی RUNX2:زمینه و هدف

با استفاده  ي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاستها میزان بیان کمی این فاکتور در طول تمایز سلول ،در این تحقیق. باشد می

  .مورد ارزیابی قرار گرفت از محیط تمایزي استئوبلاستی و داروي زولدرونیک اسید

تحت تیمار با محیط تمایزي استئوبلاستی و  هاي بنیادي مزانشیمی انسانی سلولتجربی، در این مطالعه  :ها مواد و روش

هاي  سلولهاي اول، دوم و سوم تمایز استئوبلاستیک و از  در هفته RNAاستخراج . داروي زولدرونیک اسید قرار گرفتند

quantitativeبا روش  RUNX2بیان کمی . صورت گرفت بنیادي مزانشیمی تمایز نیافته Real Time-PCR سنجیده شد.  

ي بنیادي ها در مقایسه با سلول تمایز ي اول، دوم و سومها ثیر محیط تمایزي در هفتهأتحت ت RUNX2بیان ژن  :ها یافته

داروي زولدرونیک اسید  با تحت تیمار و برابر 40/3±17/0و54/3±76/1،25/0±09/0 مزانشیمی تمایز نیافته، به ترتیب

در هفته اول تمایز  RUNX2مقایسه میزان افزایش بیان ژن . برابر بود 36/3±23/0و25/3±91/2،30/0±13/0 به ترتیب

میزان بیان  که در حالی). >05/0p(دهد  دار از نظر آماري نشان می اختلاف معنیبا محیط تمایزي و داروي زولدرونیک اسید 

RUNX2 بودزولدرونیک اسید تقریباً یکسان  در هفته دوم و سوم تمایز با محیط تمایزي و داروي.  

ثیر محیط تمایزي و أي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست تحت تها در طول تمایز سلول RUNX2ژن  بیان: گیري نتیجه

ثیر أبیانگر ت یمار با زولدرونیک اسیددر هفته اول ت RUNX2افزایش بیان . دکن داروي زولدرونیک اسید افزایش پیدا می

  .باشد می استئوبلاستی با داروي زولدرونیک اسید تسریع تمایز

RUNX2برداري  نسخهي بنیادي مزانشیمی، محیط تمایزي، زولدرونیک اسید، فاکتور ها سلول :ي کلیديها واژه
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هاي بنیادي صارم، تهران و سلول مرکز تحقیقات سلولی مولکولیکارشناس ارشد  -4
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  مقدمه

ي بنیادي مزانشیمی، ها تمایز استئوبلاستیک سلول

ي استخوانی و ها کلید اصلی و اولیه در تولید و ترمیم بافت

اولین فاکتور . استي استخوانی ها بیماريدرمان 

برداري شناخته شده در رده استئوبلاستی که به  نسخه

Master"عنوان  Swith" ي بنیادي ها در تمایز سلول

RUNX2کند،  مزانشیمی به رده استئوبلاستی عمل می

- ي فاکتور اختصاصی استئوبلاستها  مکه به نا ]1[باشد می

2)Osf-2(2پولیوماویروس  ، پروتئین اتصالیαA

)PEBP2αA ( و یا پروتئین متصل شونده به هسته  

)Cbfα-1 ( ژن . ]2[ شود مینیز نامیدهRUNX2  بر روي

واقع است و داراي ) 6p21( 6بازوي کوتاه کروموزوم شماره 

 8این ژن حاوي . است کیلو جفت باز 250طولی حدود 

 برداري آن تحت کنترل دو پروموتر نسخهاگزون بوده و 

نشان داده شده که . ]3- 4[باشد می P2وP1ي ها جدا بنام

RUNX2 طوري  هب .براي تمایز استئوبلاستی ضروري است 

RUNX2ي ها که موش  Knockout فاقد استئوبلاست و ،

گونه  در نتیجه فاقد استخوان هستند اما غضروف در این

ي ها در انسان، موتاسیون. ]5[شود میتشکیل  ها موش

منجر به دیسپلازي  RUNX2در ژن  هتروزیگوت

Cleido کلیدوکرانیال Cranial Dysplasia)CCD(

این عارضه با هیپوپلازي یا آپلازي ترقوه، کوتاهی . گردد می

ي ها افی، شکاف آشکار بین استخوانضي اها قد، دندان

جمجمه در نوزادان و سایر تغییرات در الگو و رشد اسکلت 

وزیگوت موش هتر. ]6[بدن همراه است

RUNX2Knockout ي مشابه با ها نیز داراي ناهنجاري

CCD 5[باشد می[.RUNX2 ي تمایز ها در استئوبلاست

ي درگیر در ها شود و منجر به بیان ژن مییافته نیز بیان 

 ها این ژن. گردد میسنتز و رسوب ماتریکس استخوانی 

، استئوپونتین و کلاژن Iشامل استئوکلسین، کلاژن تیپ 

یک توالی اختصاصی  ها تمام این ژن .دنباش می IIIتیپ 

Enhancer که  دارندRUNX2  به آن متصل شده و بدین

به  ها این یافته. ]7- 8[دهد میرا افزایش  ها ترتیب بیان آن

. کند میي بالغ دلالت ها در استئوبلاست RUNX2نقش 

RUNX2 ي فعالیت استئوبلاستی ها نقطه کانونی سیگنال

ثیر أ، تنظیم فعالیت آن و بررسی تبنابراین. است

ز اهمیت خواهد ئي مختلف بر روي بیان آن حاها محرك

.بود

ي ها ي بنیادي مزانشیمی با توانایی تمایز به ردهها سلول

نقش مهمی در  ،مختلف سلولی همانند رده استئوبلاستی

فیزیولوژي و پاتوفیزیولوژي مغز استخوان و اختلالات 

تمایز استئوبلاستیک ]. 9[د کنن مینئوپلاستیک ایفا 

Inي بنیادي مزانشیمی در ها سلول vivo  تحت کنترل

، فاکتورهاي رشد، ها فاکتورهاي مختلف از جمله هورمون

Bone مانند ها ، مورفوژنها سیتوکین Morphogenetic

Proteins(BMP) اي خارج سلولی زمینه يها و پروتئین

Extra Cellular MatrixECM)( در  .باشد میin vitro

تمایز استئوبلاستی با استفاده از  ءبیشترین بازخورد القا

تمایز  ءالقا. شود میگلوکوکورتیکوئیدها حاصل 

Inي بنیادي مزانشیمی در ها استئوبلاستی در سلول vitro

با استفاده از دگزامتازون، بتاگلیسرول فسفات، اسید  اًعمدت

Fetal %10آسکوربیک و  Calf SerumFCS)(در

Dulbecco's ي عمومی کشت همانندها محیط Modified

Eagle Medium(DMEM)  که به عنوان محیط تمایزي

.]10[گیرد میشود، صورت  میاستئوبلاستی شناخته 

ژنتیک هم  اند که فاکتورهاي اپی تحقیقات نشان داده
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ي بنیادي ها توانند در تمایز استئوبلاستی سلول می

].11[مزانشیمی دخیل باشند 

Zoledronic(زولدرونیک اسید  Acid ( به عنوان یک

براي پیشگیري از  ،فسفونات نسل سوم آمینو بی

ي اسکلتی در بیماران مختلف مورد استفاده ها شکستگی

  اسید زولدرونیک با نام شیمیایی. گیرد میقرار 

فسفونواتیل  - یل - 1- ایمیدازول - 2-هیدروکسی - 1 

ولیه شناخته شده براي مکانیسم ا. ]12[شود شناخته می

ها در ماتریکس  فسفونات ها این بود که بی  آنعملکرد 

یابند و آن را در مقابل  مینرالیزه شده استخوان تجمع می

در سال . کنند ها مقاوم می تجزیه توسط استئوکلاست

2007،FDA  مجوز استفاده از این دارو جهت درمان

یقات نشان تحق. استئوپورز در زنان یائسه را صادر کرد

اند که مصرف زولدرونیک اسید در زنان یائسه میزان  داده

دهد و دانسیته  میرا به شدت کاهش  ها شکستگی مهره

زولدرونیک اسید  .]13[بخشد میرا بهبود  ها استخوان

هاي فارماکولوژیک بالاتري نسبت به  پتانسیل و ویژگی

مهار زولدرونیک اسید علاوه بر . ها دارد فسفونات سایر بی

شود  میتمایز استئوبلاستی  ء، منجر به القاها استئوکلاست

ولی مکانیسم اثر این دارو در القا تمایز استئوبلاستی به 

ثیر ضربانی زولدرونیک اسید أت .خوبی شناخته نشده است

و سپس مول  میکرو 5ساعت در غلظت  6تا  3به مدت 

هفته تحت شرایط استئوژنیک منجر به  2کشت به مدت 

human تمایز استئوژنیک در يقاال Mesenchymal Stem

Cells)hMSC( تحقیقات اخیر نشان  .]14[ شود می

را تمایز استئوبلاستی  ،اند که داروي زولدرونیک اسید داده

ژنتیک در طول تمایز  در مسیر مستقل از تغییرات اپی

کند  میي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست القا ها سلول

ي ها تحقیقات نشان دادند که بیان ژن چنین هم ].15- 17[

نیک اسید وداروي زولدر مقدارشاخص استئوژنیک به 

داروي  مقدارکه با کاهش  طوريه بستگی دارد ب

بیان استئوکلسین و استئوپونتین در  ،زولدرونیک اسید

.]18-19[کند میطول تمایز استئوبلاستیک کاهش پیدا 

ک اسید بر روي بیان ثیر زولدرونیأبر این اساس شناخت ت

ز ئاستئوبلاستی و مکانیسم اثر آن حاي شاخص ها ژن

  .اهمیت خواهد بود

ي ها ثیر محركأدر این تحقیق به منظور بررسی ت

تمایز استئوبلاستی همانند محیط تمایزي  يمختلف در القا

استئوبلاستی و داروي زولدرونیک اسید بر روي بیان کمی 

RUNX2، برداري در  نسخهکتور ترین فا به عنوان مهم

شناخت مکانیسم  چنین هممسیر تمایز استئوبلاستی و 

تمایز استئوبلاستی توسط داروي زولدرونیک اسید،  يالقا

در طول  RUNX2برداري  نسخهمیزان بیان کمی فاکتور 

ي بنیادي مزانشیمی با محیط تمایزي ها تمایز سلول

ه از استئوبلاستی و داروي زولدرونیک اسید با استفاد

quantitativeتکنیک  Real Time-PCR  مورد ارزیابی قرار

با توجه به کاربرد داروي زولدرونیک اسید در درمان  .گرفت

ي احتمالی ها تواند مکانیسم میپوکی استخوان، این تحقیق 

بر روي سنتز بافت  را تأثیر داروي زولدرونیک اسید

تور ترین فاک واسطه تأثیر آن بر روي مهمه استخوانی ب

  .برداري مسیر استئوبلاستی مشخص نماید نسخه

  ها مواد و روش

در: ي بنیادي مزانشیمی انسانیها تهیه و کشت سلول

ي بنیادي مزانشیمی انسانی ها سلولاین مطالعه تجربی، 

استخراج شده از مغز استخوان از مرکز تحقیقات فناوري 

و در پاساژ اول بودند  ها این سلول. بن یاخته اخذ شدند

ي بنیادي مزانشیمی از نظر مارکرهاي ها ماهیت سلول
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قابلیت تمایز این  چنین همسطحی ایمنوفنوتیپی و 

ي رده مزانشیمی شامل استئوبلاست، ها به سلول ها سلول

کندروسیت و آدیپوسیت توسط مرکز تحقیقات فناوري بن 

ي بنیادي ها سلول. یید شده بودأیاخته انجام گرفته و ت

در فلاسک کشت سلول  ز دفریز کردن،مزانشیمی پس ا

75T لیتر محیط کشت میلی 20همراه   بهDMEM-low

glucose(Gibco)،10%FBS(Fetal Bovine Serum)،

میکروگرم بر  100سیلین و  لیتر پنی واحد بر میلی 100

گراد  درجه سانتی 37وباتور لیتر استرپتومایسین در انک میلی

ي بنیادي ها سلول .ه شدندکشت داد %5کربن اکسید با دي

مزانشیمی از نظر مورفولوژي در زیر میکروسکوپ معکوس 

کننده نور و دوکی  ي شفاف، منعکسها به شکل سلول

شکل بوده و هر روز نسبت به روز قبلی بر همشاري 

)Confluency( تعویض محیط . شد  افزوده می ها سلول

ي ها وقتی سلول. بار صورت گرفت کشت هر دو روز یک

 ها سلول ،رسیدند% 70بنیادي مزانشیمی به همشاري 

تمایز  ءي جدید جهت القاها تریپسینه شده و در فلاسک

استئوبلاستی با محیط تمایزي و تیمار با داروي 

  . زولدرونیک اسید کشت داده شدند

ي بنیادي ها تمایز استئوبلاستی در سلول ءالقا

یزي براي تهیه محیط تما: مزانشیمی با محیط تمایزي

-DMEM،Lاستئوبلاستی از محیط کشت عمومی 

استفاده شد که به این محیط  FBS 0%10گلوتامین و 

- نانومول، بتا 10دگزامتازون با غلظت نهایی  ،کشت

مول و  میلی 5گلیسرول فسفات با غلظت نهایی 

میکروگرم بر  50فسفات با غلظت نهایی - 2- آسکوربات

استئوبلاستیک در تمایز  ءالقا .لیتر اضافه گردید میلی

و با همشاري  2-3ي بنیادي مزانشیمی در پاساژ ها سلول

. با افزودن محیط تمایزي صورت گرفت% 30-40%

ي ها ي بنیادي تمایز نیافته و سلولها برداري از سلول نمونه

صورت ) هفته اول، دوم و سوم(استئوبلاستی تمایز یافته 

اي نیز   خانه 6تمایز استئوبلاستی در یک پلیت  .ًتگرف

آمیزي  جهت رنگانجام گرفت تا  ها همزمان با فلاسک

  .آلیزارین قرمز از آن استفاده گردد

ي بنیادي مزانشیمی با داروي ها تیمار سلول

داروي زولدرونیک اسید در ویال حاوي  :زولدرونیک اسید

گرم پودر زولدرونیک اسید از شرکت دارویی  میلی 4

Novartis محلول در آب بوده واین دارو . یدتهیه گرد 

براي تیمار . قابلیت انحلال در محیط کشت را نیز دارد

Pulse)ضربانی  Treatment)  میکرومول 5از غلظت نهایی

تمایز  ءبراي القا. در محیط کشت استفاده شد

کشت داده  75Tهاي  در فلاسک hMSCsاستئوبلاستی، 

% 30-%40ها به همشاري که سلول بعد از این. شدند

میکرومولار داروي  5تحت تیمار ضربانی با  ،رسیدند

. ]14[ ساعت قرار گرفتند 3مدت   زولدرونیک اسید به

PBS(Phosphateسپس محیط کشت تخلیه شده و با 

Buffered Saline) نهایتاً محیط تمایزي . شستشو داده شد

روز کشت داده  21مدت   د و بهگردیها اضافه  بر روي آن

اي تیمار شده با داروي زولدرونیک ه علاوه بر سلول. شدند

عنوان کنترل، کشت داده  بدون تیمار به MSCsاسید، 

ي بنیادي مزانشیمی تیمار ها برداري از سلول نمونه. شدند

هفته اول، دوم و (ي تیمار شده ها و سلول )صفرروز (نشده 

  .صورت گرفت) سوم

براي تأیید تمایز : قرمزآمیزي آلیزارین  رنگ

. آمیزي آلیزارین قرمز استفاده گردید ز رنگاستئوبلاستی ا

اي کشت داده  خانه 6هاي  در پلیت MSCsبدین منظور 

ها با محیط تمایزي استئوبلاستی و  گروهی از سلول. شدند

 گروهی با زولدرونیک اسید تیمار شدند و گروهی هم به
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آمیزي  رنگ. عنوان کنترل بدون تیمار کشت داده شدند 

براي این . کشت انجام گرفت 21وز آلیزارین قرمز در ر

PBSها با  منظور محیط کشت تخلیه شده و سلول

تثبیت  %40ها با فرمالدهید  سپس سلول. ندشستشو شد

نهایتاً رنگ آلیزارین . شستشو شدند PBSشده و مجدداً با 

. دقیقه انکوبه شدند 30مدت   اضافه شده و به %1قرمز 

میکروسکوپ از  سپس با آب مقطر شستشو شده و در زیر

هاي قرمز رنگ کلسیم مورد ارزیابی قرار  نظر وجود رسوب

  .گرفتند

ي بنیادي مزانشیمی ها سلول RNA:RNAاستخراج 

ي استئوبلاستی تمایز ها ، سلول)صفرروز (تمایز نیافته 

 چنین همو ) هفته اول، دوم و سوم(یافته با محیط تمایزي 

داروي  ي بنیادي مزانشیمی تیمار شده باها سلول

با استفاده از ) هفته اول، دوم و سوم(زولدرونیک اسید 

RNeasy plus Mini Kit  شرکت) Qiagenبر  )آمریکا

بدین . اساس پروتکل پیشنهادي کیت استخراج شدند

سلول از طریق تریپسینه کردن از  3-4× 106منظور، 

شستشو داده و با  PBSجدا کرده و با  ها فلاسک

براي لیز کردن . لی تهیه شدسانتریفیوژ رسوب سلو

اضافه شده و ورتکس  RTLبافر میکرولیتر  350 ها سلول

 شد تا رسوب سلولی به صورت سوسپانسیون سلولی در

مخلوط لیز شده براي هموژنیزه کردن . آمده و لیز شود

عمل ورتکس را به مدت یک دقیقه ادامه داده و یا حداقل 

ده تا لیزات هموژن پیپتاژ ش لیتري میلی 20بار با سرنگ  5

DNAبراي حذف آلودگی  ،در این مرحله. بدست آید

gDNAژنومی، لیزات را به ستون  Eliminator  اضافه کرده

. سانتریفیوژ شددور در ثانیه  10000  سرعتثانیه با  30و 

بعد از سانتریفیوژ ستون را دور انداخته و مایع جمع شده 

به ) یکرولیترم 350% (70یک حجم اتانول . شود میحفظ 

خوبی توسط پیپت کردن ه مایع جمع شده، افزوده شده و ب

اضافه  RNeasyمخلوط مورد نظر به ستون . مخلوط شد

ستون . گردیدثانیه سانتریفیوژ  15شده و به مدت 

RNeasy  با بافرRW1 سپس شستشو با بافر . شستشو شد

RPE نهایتاً، با افزودن . در دو مرحله ادامه داده شد

RNase-free water سانتریفوژ آن،  به ستون وRNA

)Integrity(، تمامیت cDNAقبل از سنتز . استخراج شد

RNA مقدار . با الکتروفورز بر روي ژل آگارز سنجیده شد

RNA 260واسطه جذب در طول موج   استخراج شده به 

استخراج شده از  RNAخلوص . گیري شد نانومتر اندازه

 280به نانومتر 260ج طریق نسبت جذب در طول مو

  .سنجیده شدنانومتر

 میکرولیتر 4 با استفاده از cDNAسنتز :cDNAسنتز 

RNA ي بنیادي مزانشیمی و ها استخراج شده از سلول

ي تمایز یافته استئوبلاستی با محیط تمایزي و ها سلول

ي بنیادي مزانشیمی تیمار شده با داروي ها سلول همچنین

مخلوط واکنش براي سنتز . رفتزولدرونیک اسید انجام گ

cDNA  4پرایمر راندوم هگزامر، پیکومول  20شامل 

،Tris-HClمول  میلی 250محتوي ( X5بافر میکرولیتر 

مول  میلی MgCl2 ،50مول  میلی KCl ،20مول  میلی 250

DTT( مخلوط ،dNTP )10 آنزیم ترانس )مول میلی ،

 25 که به حجم نهایی) M-MuLV)Fermentaseکریپتاز 

برداري  نسخهبرنامه دمایی براي واکنش . رسیدمیکرولیتر 

. دقیقه بود 60به مدت  گراد درجه سانتی 42معکوس 

درجه  70واسطه حرارت ه سازي آنزیم ب غیرفعال

cDNA. دقیقه صورت گرفت 10به مدت  گراد سانتی

quantitativeحاصل به طور مستقیم در واکنش Real

Time-PCR 20ار گرفت و یا در فریزر مورد استفاده قر - 

  .ي بعدي ذخیره گردیدها جهت استفاده گراد درجه سانتی
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Realانجام  Time-PCRquantitative : یبیان کم

mRNAژنRUNX2 ي ها در نمونهRNA  استخراج شده

، )صفرروز (ي بنیادي مزانشیمی تمایز نیافته ها از سلول

حیط تمایزي ي بنیادي مزانشیمی تمایز یافته با مها سلول

ي ها و سلول) تمایز ءپس از القا هفته اول، دوم و سوم(

بنیادي مزانشیمی تیمار شده با داروي زولدونیک اسید 

با استفاده از ) پس از تیمار هفته اول، دوم و سوم(

Quantifastکیت SYBR Green PCR براي . مشخص شد

quantitativeانجام  Real Time-PCR  از دستگاه ترمال

LineGeneلر سایک استفاده ) چین( Bioerشرکت  9600

quantitativeتوالی پرایمر مورد استفاده در . شد Real

Time-PCR  براي ژنRUNX2 شامل

CCCCACGACAACCGCACCATForward primer:

Reverseو primer: CACTCCGGCCCACAAATCTCبود .

مخلوط واکنش . بود میکرولیتر 25حجم نهایی واکنش 

ReverseوForwardاز هر پرایمر  میکرولیتر 5/0محتوي 

2Xاز  میکرولیتر 5/12، )پیکومول 10( QuantiFast

SYBR Green PCR Master Mix،µl5/0cDNA،11

برنامه دمایی شامل . آب مقطر دوبار تقطیر بود میکرولیتر

 40دقیقه،  5به مدت  گراد درجه سانتی 95یک سیکل 

درجه  62 ثانیه، 10به مدت  دگرا درجه سانتی 95 سیکل

2X. دقیقه بود 1به مدت  گراد سانتی QuantiFast SYBR

Green PCR Master Mix  محتويDNA مراز  پلی

HotStarTaq Plus بافر ،QuantiFast SYBR Green

PCR مخلوط ،dNTP شامل ( هاdATP،dCTP،dGTP،

dTTP ( و رنگ رفرانس غیرفعالROX نهایتاً میزان . بود

سازي  نرمال GAPDHنسبت به بیان  RUNX2ان ژن بی

ΔCt=Ctgene(شد  of interest-CtGAPDH.(GAPDH ءجز 

 ها باشد که بیان آن در سلول می Housekeepingي ها ژن

quantitativeنتایج . ثابت است Real Time-PCR ه ب

Relative(صورت بیان نسبی ژن  Gene Expresion(

).ΔΔCt-2(گزارش شد 

آنـالیز   11ویرایش  SPSSبا استفاده از نرم افزار  ها داده

. دگردی ـانجـام   t-testشد، آزمون مقایسات زوجی و آزمون 

دار  از نظـر آمـاري معنـی    05/0کمتر از  Pمقادیر  چنین هم

.در نظر گرفته شد

  نتایج

آمیزي آلیزارین  یید تمایز استئوبلاستیک با رنگأت

زي به رنگ قرمز آمی ن رنگمی در اییسي کلها توده: قرمز

دهنده تمایز استئوبلاستیک  شوند که نشان دیده می

آمیزي آلیزارین  رنگ. باشد میي بنیادي مزانشیمی ها سلول

ي تمایز یافته استئوبلاستی تیمار شده با ها در سلول قرمز

با داروي  چنین همو  )الف-1شکل ( محیط تمایزي

قرمز رسوب  )ب- 1شکل ( )تمایز 21روز (زولدرونیک اسید 

ي بنیادي ها سلول. ي کلسیمی را نشان دادها رنگ توده

آمیزي منفی بود و هیچ گونه  مزانشیمی براي این رنگ

  ).ج-1شکل (مشاهده نشد  ها رسوب کلسیم در آن
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هاي تمایز  سلول) الف. (قرمزآمیزي آلیزارین  رنگ -1شکل 

) ب. (تمایز 21یافته استئوبلاستی تیمار شده با محیط تمایزي در روز 

هاي تمایز یافته استئوبلاستی تیمار شده با داروي زولدرونیک  سلول

.تمایز نیافته هاي بنیادي مزانشیمی سلول) ج. (تمایز 21اسید در روز 

هاي بنیادي  در تمایز سلول RUNX2بیان کمی 

مزانشیمی با محیط تمایزي استئوبلاستی و داروي 

  زولدرونیک اسید

ژنmRNAکه بیان  ن دادآنالیز بیان ژن نشا

RUNX2 ي بنیادي مزانشیمی به ها در طول تمایز سلول

ثیر محیط تمایزي و داروي أاستئوبلاست تحت ت

RUNX2بیان ژن . کند میزولدرونیک اسید افزایش پیدا 

ي بنیادي مزانشیمی به ها در طول تمایز سلول

ي اول، ها ثیر محیط تمایزي در هفتهأاستئوبلاست تحت ت

ي بنیادي مزانشیمی ها سوم در مقایسه با سلولدوم و 

و54/3±76/1،25/0±09/0تمایز نیافته، به ترتیب 

بیان ژن  چنین هم). الف- 1نمودار ( بود برابر 17/0±40/3

RUNX2 ي بنیادي مزانشیمی به ها در طول تمایز سلول

استئوبلاست تحت تیمار داروي زولدرونیک اسید در 

ي بنیادي ها م نسبت به سلولي اول، دوم و سوها هفته

25/3±91/2،3/0±13/0 مزانشیمی تیمار نشده به ترتیب

مقایسه میزان افزایش ). ب- 1نمودار (بود  36/3±23/0و

در هفته اول تمایز با محیط تمایزي  RUNX2بیان ژن 

و داروي زولدرونیک اسید ) برابر 09/0±76/1(

اري نشان دار از نظر آم اختلاف معنی) برابر 13/0±91/2(

که در هفته دوم و سوم تمایز  در حالی). >05/0p(دهد  می

داروي زولدرونیک اسید،  چنین همبا محیط تمایزي و 

برابر  5/3تقریباً یکسان و حدود  RUNX2میزان بیان 

  .است

quantitativeنتایج  - 1نمودار  Real Time-PCR  براي بیان ژن

RUNX2  تیمار با داروي ) ب(، تمایز با محیط تمایزي) الف(در

  .جهت مقایسات زوجی استفاده شد t-testاز آزمون  .زولدرونیک اسید

)a (داري با سطح بیان  تفاوت معنیRUNX2درMSC تمایز نیافته .  

)b (داري سطح بیان  تفاوت معنیRUNX2  در هفته دوم تمایز نسبت به

  . هفته اول تمایز در القاء تمایز با محیط تمایزي

*:05/0p<
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  بحث

ترین فاکتور  ، اختصاصیRUNX2برداري  نسخهفاکتور 

ي بنیادي مزانشیمی به ها برداري در تمایز سلول نسخه

فاکتورهاي متعددي بیان و عملکرد . باشد میاستئوبلاست 

در این . برداري را تحت کنترل دارند نسخهاین فاکتور 

تحقیق میزان بیان کمی این فاکتور در طول تمایز 

ي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست مورد ارزیابی اه سلول

قرار گرفت و نشان داده شد که بیان آن در طول تمایز 

استئوبلاستی با محیط تمایزي و داروي زولدرونیک اسید 

این افزایش در هفته اول تمایز با . کند میافزایش پیدا 

برابر و در تمایز با محیط  91/2±13/0زولدرونیک اسید 

ثیر أبرابر بود که احتمالاً بیانگر ت 76/1±09/0تمایزي 

تسریع تمایز استئوبلاستی با داروي زولدرونیک اسید در 

 هاي که در هفته در حالی. مقایسه با محیط تمایزي است

داروي  چنین همدوم و سوم تمایز با محیط تمایزي و 

تقریباً یکسان و  RUNX2زولدرونیک اسید، میزان بیان 

در هفته اول  RUNX2افزایش بیان . برابر است 5/3حدود 

ي دوم و سوم نشانگر ها تمایز و تعادل بیان آن در هفته

ي ها برداري در تمایز سلول نسخهنقش زودرس این فاکتور 

. باشد میبنیادي مزانشیمی به استئوبلاست 

ي تمایز ها کننده ءترین القا شده شناخته گلوکوکورتیکوئیدها

Inاستئوبلاستی و تشکیل استخوان در  vitro  هستند که

RUNX2برداري  سازي نسخه واسطه فعاله ثیرشان بأت

 ثیراتأي گلوکوکورتیکوئیدي تها هورمون. ]20[است

اي بر روي متابولیسم  تحریکی و مهارکنندگی پیچیده

دهی  سیگنال .]21[ ي اسکلتی دارندها استخوان

اندوژن براي تشکیل نرمال استخوان  گلوکوکورتیکوئیدهاي

Inدر vivo  و]22-23[استضروري

تمایز یدهاي سنتتیک همانند دگزامتازون گلوکوکورتیکوئ

Inي ها استئوبلاستی در مدل vitro  کنند میرا تسریع

بواسطه آن،  ها مکانیسمی که این هورمون. ]24[

شده هنوز به خوبی شناخته ن ،کنند می ءاستئوژنزیس را القا

برداري  اري دگزامتازون و فاکتورهاي نسخههمک. است

بیان  ءافزایی در القا اثر هم RUNX2استئوژنیک همانند 

استئوکلسین و سیالوپروتئین استخوانی، افزایش فعالیت 

.]25-26[آلکالن فسفاتاز و مینرالیزاسیون بیولوژیک دارد

ویژه ه ب( RUNX2دگزامتازون سطوح فسفوسرین 

Ser125 (دهد و در عین حال بیان  میکاهش  راMKP1

)Mitogen-Activated Prtein Kinase Phophatase را)1

دهد میواسطه رسپتورهاي گلوکوکورتیکوئیدي افزایش ه ب

، کاهش فسفوریلاسیون سرین MKP-1مهار . ]27- 29[

RUNX2  وبرد  میبا واسطه دگزامتازون را از بین 

وکورتیکوئیدها دهنده این مطلب است که گلوک نشان

انجام  MKP-1را با واسطه  RUNX2فسفوریلاسیون 

به اسید  Ser125موتاسیون  ءالقا. ]30-31[دهند می

و تمایز  ک، فسفوریلاسیون پایدار را تقلیدگلوتامی

کند که این  میرا مهار  RUNX2استئوبلاستی با واسطه 

 ءبر عکس، القا. گردد میحالت با تیمار دگزامتازون اصلاح ن

به گلایسین، دفسفوریلاسیون پایدار را  Ser125وتاسیون م

کند که به طور بارز تمایز استئوبلاستی را افزایش  میتقلید 

دهد که با تیمار دگزامتازون، تمایز استئوبلاستی تسریع  می

که دگزامتازون  اند تحقیقات نشان داده. ]32- 33[گردد می

واحد تمایز استئوبلاستی را بواسطه فسفوریلاسیون 

Ser125  بر رويRUNX2 دگزامتازون یکی . کند می ءالقا

دهنده محیط تمایزي استئوبلاستی  از مواد اصلی تشکیل

ي ها مورد استفاده در این تحقیق است که بر اساس یافته

این تحقیق، استفاده از محیط تمایزي با افزایش بیان 

RUNX2 با . در طول تمایز استئوبلاستی همراه بوده است
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ه به نقش دگزامتازون در تنظیم فعالیت و بیان توج

RUNX2 ي ها یدي بر یافتهؤتواند م می، نتایج این تحقیق

  .قبلی باشد

اند که زولدرونیک اسید  تحقیقات اخیر نشان داده

تواند منجر به تمایز  ها، می علاوه بر مهار استئوکلاست

MSCs ها شود ولی مکانیسم اثر این دارو  به استئوبلاست

ها هنوز  تمایز به استئوبلاست ءو القا MSCsروي بر 

مصرف زولدرونیک اسید . خوبی شناخته نشده است   به

دهد و  ها را به شدت کاهش می میزان شکستگی مهره

در این تحقیق . ]34[ بخشد ها را بهبود می چگالی استخوان

ي بنیادي مزانشیمی با ها مشخص شد که تیمار سلول

به استئوبلاست  ها تمایز آن ءو القاداروي زولدرونیک اسید 

افزایش بیان . همراه است RUNX2با افزایش بیان 

RUNX2 بیانگر  ،در هفته اول تمایز با زولدرونیک اسید

ثیر تسریع تمایز استئوبلاستی با داروي زولدرونیک اسید أت

ثیر أسایر تحقیقات هم ت .در مقایسه با محیط تمایزي باشد

ي ها بر روي بیان بعضی از ژنداروي زولدرونیک اسید 

تحقیقات نشان . اند وبلاستی را مورد بررسی قرار دادهاستئ

 ،مانند داروي زولدرونیک اسید ها فسفونات داده است که بی

در)Osteoprotegerin)OPG بیان استئوپروتگرین را

استئوپروتگرین یک . ]35[دهند میافزایش  ها استئوبلاست

Tumor ور فاکتور نکروز تومورعضو از ابرخانواده رسپت

Necrosis Factor Receptor)TNFR (باشد که توسط  می

گردد و به عنوان آنتاگونیست  میترشح  ها استئوبلاست

Receptor رسپتور محلول براي Activator of Nuclear

factor Kappa-B LigandRANKL)(  37[کند میعمل-

36[.RANKL سازي  فاکتور اصلی در تشکیل و فعال

باشد که افزایش فعالیت آن با افزایش  می ها استئوکلاست

. بازجذب استخوان و بروز استئوپورز همراه است

منجر به مهار فعالیت  RANKLاستئوپروتگرین با مهار 

و در نتیجه منجر به مهار بازجذب  ها استئوکلاست

نشان داده شده است که  چنین هم. ]38[شود میاستخوان 

بیان سیالوپروتئین استخوانی را  ،نیک اسیدداروي زولدرو

Rhoبواسطه مهار  GTPase افزایش  ها در استئوبلاست

]39[دهد می

ثیر تسریع تمایز أبیانگر تاین تحقیق  نتایج

این یافته . باشد می استئوبلاستی با داروي زولدرونیک اسید

تواند توجیهی براي تأثیر استئوژنیک داروي زولدرونیک  می

ترین فاکتور  شد که با افزایش بیان مهماسید با

منجر به  RUNX2برداري تمایز استئوبلاستیک  نسخه

ي بنیادي مزانشیمی به سمت ها تر سلول تمایز سریع

  .شود میي استخوان ساز ها سلول

  گیري نتیجه

ي شاخص استئوبلاستی مانند استئوکلسین، ها ژن

اهداف و کلاژن از استئوپونتین، سیالوپروتئین استخوانی 

برداري اختصاصی استئوبلاستی همانند  فاکتورهاي نسخه

RUNX2وOSX افزایش بیان  ،بر این اساس .باشند می

برداري با افزایش بیان اهداف ژنی  این فاکتورهاي نسخه

همراه خواهد بود که مقایسه نتایج تحقیقات مذکور با  ها آن

ي ها کننده افزایش بیان شاخص توجیه نتایج تحقیق حاضر

RUNX2باشد به نحوي که افزایش بیان  میاستئوبلاستی 

ي شاخص ها ي استئوبلاستی با افزایش بیان ژنها در سلول

  .استئوبلاستی همراه است

  تشکر و قدردانی

این تحقیق با حمایت مالی دانشکده علوم پزشکی دانشگاه 

Novartis از نمایندگی شرکت. تربیت مدرس انجام شده است

تشکر و  صمیمانه مین داروي زولدرونیک اسیدأدلیل ته بنیز 

.شود میقدردانی 
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Comparison of Quantitative Expression of Runx2 in Mesenchymal

Stem Cells (Mscs) Differentiated by Osteoblastic Differentiation

Medium and Zoledronic Acid

M. Farshdousti Hagh1, M. Noruzinia2, Y. Mortazavi3, M. Soleimani4, S. Kaviani2, M.

Mahmoodinia Maymand4
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Background and Objectives: RUNX2 is the most specific transcription factor in osteoblastic differentiation of

MSCs. In this research, RUNX2 expression was quantified in MSCs differentiated by osteogenic differentiation

medium (ODM) and zoledronic acid (ZA).

Materials and Methods: In this experimental study, hMSCs were treated by osteogenic differentiation medium

and ZA. RNA extraction was carried out from both osteoblastic differentiated cells in the first, second and third

weeks of differentiation, and also from undifferentiated MSCs. RUNX2 expression was quantified by

quantitative Real Time-PCR.

Results: Gene expression of RUNX2 in the first, second and third weeks of osteogenic differentiation by ODM

compared to undifferentiated MSCs showed 1.76±0.09-fold, 3.54±0.25-fold and 3.40±0.17-fold increase in

expression, respectively. Zoledronic acid increased the expression of RUNX2 2.91±0.13-fold, 3.25±0.3-fold and

3.36±0.23-fold at the same time points, respectively. Comparison of RUNX2 expression by ODM (1.76±0.09-

fold) and ZA (2.91±0.13-fold) in the first week of differentiation showed statistical differences (P<0.05).

Whereas, RUNX2 expression by both ODM and ZA in the second and third weeks of differentiation were

approximately equal.

Conclusion: RUNX2 expression was increased in osteoblastic differentiation by both ODM and ZA. However,

it seems that ZA can cause more expression of RUNX2 in the first week of osteoblastic differentiation.

Key words: Mesenchymal Stem Cells, Differentiation Medium, Zoledronic Acid, RUNX2 Transcription Factor
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