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  چکیده

هنوز به طور کامل شناخته نشده  یمیمزانش یاديبن يهاسلول یاستئوبلاست یزدر تما یکنترل هايفرآیند :هدف و زمینه

 هايیسممکان ینتراز مهم یکیها به عنوان در پروموتر ژن CpG یرجزا یلاسیونمخصوصاً مت یکژنت یاپ هايیسماست. مکان

 یابدیم ییرخاص تغ يهااز ژن یبرخ یلاسیونتنها مت یزتما فرآینددر  کهینمطرح است. ا یاديبن يهاسلول یزدر تما یکنترل

تام ژنوم در  یلاسیونمت یتوضع یقتحق ینمورد بحث است. لذا در ا ،گرددیم ییراتخوش تغتام ژنوم دست یلاسیونمت یا

مورد  یداس یکزولدرون يبا دارو یماردر ت ینچنو هم یزيتما یطبا مح یمیمزانش یاديبن يهاسلول یکاستئوبلاست یزطول تما

  قرار گرفت. یابیارز

با  یاستئوبلاست یزتما ءالقا یمی،مزانش یاديبن يهاسلول یرپس از کشت و تکث یشگاهیپژوهش آزما یندر ا :هاروش و مواد

 ینچنو هم یزدر هفته اول، دوم و سوم تما DNAصورت گرفت. استخراج  یداس یکزولدرون يو دارو یزيتما یطاستفاده از مح

-5 یهبر عل يباد یتام ژنوم با استفاده از آنت یلاسیونمت یتصورت گرفت. وضع نیافته یزتما یمیمزانش یاديبن يهااز سلول

  .شد استفاده مکرر گیرياندازه طرح آزمون از داده تحلیل برايشد.  یابیارز یتوزینس یلمت

نکرد  یداپ ییرتام ژنوم تغ یلاسیونمت یتوضع یمیمزانش یاديبن يهاسلول یکاستئوبلاست یزدر طول تما :هایافته

)093/0=p .(نداشت تأثیر ژنوم تام متیلاسیون روي بر اسید زولدرونیک داروي با تیمار چنینهم )057/0=p.(  

 یکزولدرون يبا دارو یماردر ت یزو ن یزيتما یطبا استفاده از مح یمیمزانش یاديبن يهاسلول یاستئوبلاست یزتما :گیرينتیجه

 یکها به استئوبلاست یمیمزانش یاديبن يهاسلول تمایز فرآیند ینبنابرا .یستتام ژنوم همراه ن یلاسیونمت ییربا تغ ید،اس

  . نمایدینقش م یفايدر کنترل آن ا ژنتیکییو اپ یکیژنت هايیسممکان یرسا احتمالاً و بوده فرد همنحصر ب یرمس

 اسید زولدرونیک ژنوم، تام متیلاسیون تمایز، مزانشیمی، بنیادي هايسلول استئوبلاست،: یديکل هايواژه
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  مقدمه

 Mesenchymal Stem( یمیمزانش یاديبن يهاسلول تمایز

Cells; MSCs (به تکاملی پروسه یک هااستئوبلاست به 

از عوامل  یاديکه تعداد ز باشدیم ايشده کنترل شدت

 یامپ یرهايرشد، مس يها، فاکتورهامثل هورمون یرونیب

در آن دخالت دارند. فهم  یرهو غ یسیرونو يرسان و فاکتورها

 یمیمزانش یاديبن يهاسلول یزدر تما یلدخ هايیسممکان

 یولوژيدر ب یمهم يهااستئوبلاست از بحث يهابه سلول

را در درمان  یدجد یاستخوان بوده و اهداف درمان

  . ]1[ دهدیقرار م یقمحقق يرو یشپ یاستخوان هايیماريب

 يها توسط فاکتورهااستئوبلاست یزو تما تکثیر

 از بردارينسخه يشامل فاکتورها یاديز يبردارنسخه

-Helix-Loop( یچمارپ- حلقه- مارپیچ هايپروتئین خانواده

Helix(، يانگشت رو هايپروتئین )Zinc Finger ،(

 هايین) و پروتئLucine Zipper( لوسین قیچی هايپروتئین

-Cهمانند  ییهاپروتوانکوژن ینچنو هم ،Runtدومن  يحاو

myc، C-jun  وC-fos قابلیت است. یمتحت کنترل و تنظ 

از جمله  یمختلف سلول يهابه رده MSCs یزتما

 يفاکتورها یاها ژن یانب یلپتانس یلاستئوبلاست به دل

فاکتور  دو .باشدیم یزدر تما یلدخ یاختصاص يبردارنسخه

 RUNX2شامل  یکرده استئوبلاست یاختصاص يبردارنسخه

 يفاکتورها ین. ا]2-3[ باشدیم OSTERIX (SP7)و 

شامل  یاستئوبلاست یاختصاص يهاژن يبردارنسخه

 یالوپروتئینو س IαI یپکلاژن تا ین،استئوپونت ین،استئوکلس

قرار  یسیرا مورد رونو) Bone Sialoprotein( استخوانی

 یزدر تما یلدخ يبردارنسخه يفاکتورها یر. سادهندیم

 ،TWIST1، ZBTB16، DLX5، MSX2شامل  یاستئوبلاست

FRA1، DLX3، ATF4  وC/EBP  نقش  ].4[هستند

 یزها و نژن یناکثر ا يپروموتور یهناح یلاسیونمت ییراتتغ

 بنیادي هايسلول استئوبلاستی تمایز در هاآن یانب يالگو

 دهنده و نشان است گرفته قرار شناسایی مورد مزانشیمی

 هايژن پروموتوري ناحیه متیلاسیون الگوي تغییرات

 اسئوبلاستیک تمایز طول در استئوبلاستی رده اختصاصی

 حال عین در]. 5- 9[ باشدمی مزانشیمی بنیادي هايسلول

 در ژنوم تام متیلاسیون تغییرات دهنده نشان که اطلاعاتی

 باشد مزانشیمی بنیادي هايسلول استئوبلاستی تمایز طول

  .دهد ارائه زمینه این در را ايکننده تکمیل اطلاعات تواندمی

 يکننده قوفسفونات و مهار یب ینوآم یک یداس یکزولدرون

ها کننده استئوبلاستحال فعال ینبازجذب استخوان و در ع

از  یشگیريدارو جهت پ ینااز  باشد.یم يدر استخوان ساز

 یشرفتهپ يهایمیکه دچار بدخ یمارانیدر ب یحوادث اسکلت

اختلالات  برخیدر درمان  ینچناند و همشده یاستخوان

اند مثل استخوان همراه Turn over یشکه با افزا یاستخوان

 ].10- 11[ شودمی استفادهپاژه و استئوپروز  یماريب

 یجهها و در نتدارو مهار استئوکلاست ینا یاصل یسممکان

حال  یناما در ع ،ها استاز استخوان یممهار بازجذب کلس

 یاديبن يهاسلول یاستئوبلاست یزدر تما یعدارو با تسر ینا

ها استئوبلاست یتفعال یزتعداد و ن یشباعث افزا یمیمزانش
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 شناخته خوبی به هنوز آن ملکولی مکانیسم که ]7[ گرددمی

  .است نشده

 ی،ژنوم DNA یکژنت یاپ ییراتتغ يبرا یاصل مکانیسم

و  یاختصاص يهادر ژن CpG یرجزا یپرمتیلاسیونه

. پروسه ]12[ باشدیم DNA یکل یپومتیلاسیونه

- L- یلآدنوز- Sاز  یلشامل انتقال گروه مت DNA یلاسیونمت

 DNA Methylترانسفراز ( یلمت DNA یمتوسط آنز یونینمت

Transferase; DNMT( یتوزینس 5کربن شماره  يبر رو 

 Region( یهناح یاختصاص DNA یلاسیون. متباشدیم

Specificیدهاينوکلئوت ي) عمدتاً در د CpG  درون پروموتر

 يمهم برا یرمس یککه  شودیم یافتها اگزون اول ژن یا

  . ]13[ژن است  يبردارمهار نسخه

 ییراتاز تغ یکل یرتصو یکتام ژنوم  یلاسیونمت آنالیز

 ینچنو هم دهدیدر گستره ژنوم ارائه م DNA یلاسیونمت

 یتژن و وضع یک یلاسیونمت یتوضع ینب یمناسب یسهمقا

 ییراتتغ یبررس یت. اهمکندیم یجادتام ژنوم ا یلاسیونمت

 يهاژن یلاسیونآن با مت یسهتام ژنوم و مقا یلاسیونمت

 هايژن متیلاسیون عیتوض یااست که آ یندر ا یاختصاص

 یا هستند ژنوم تام متیلاسیون تغییرات از ثرمتأ اختصاصی

بوده و مربوط به  یها، اختصاصژن یلاسیونمت یتوضع کهاین

 یلاسیونمت یبررس یگرها است؟ از طرف دسلول یزپروسه تما

تام ژنوم در  یلاسیونمت یتوضع یاکه آ دهدیتام ژنوم نشان م

 اهمیت به توجه با ]14[نه؟  یا کندیم ییرتغ یزطول تما

 یاديبن يهامطالعه سلول یندر ا ،الاتؤس این به پاسخ

و  یاستئوبلاست یزيتما یطبا استفاده از مح مزانشیمی

به سمت  یداس یکزولدرون يبا دارو یماردر ت ینچنهم

 هب ژنتیکاپی ییراتداده شدند و تغ یزها تمااستئوبلاست

  .گرفت قرار ارزیابی مورد ژنوم تام متیلاسیون تغییرات صورت

  هاروش و مواد

با کد اخلاق  1399در سال  یشگاهیپژوهش آزما این

IR.TBZMED.VCR.REC.1398.242  در دانشگاه علوم

 یاديبن يهامطالعه، سلول ینانجام شد. در ا یزتبر یپزشک

 یقاتمشتق از مغز استخوان انسان از مرکز تحق یمیمزانش

ها در مرکز سلول ین. ایدگرد یهتهران ته یاختهبن يفناور

 يهابه رده یزتما ییاز نظر توانا یاختهبن يفناور یقاتتحق

قرار  یابیمورد ارز یکو استئوژن یککندروژن یپوژنیک،آد

 یاديبن يهاسلول یتشده بودند. ماه تأییدگرفته و 

مورد  قبلاً یتومتريفلوس یکبا استفاده از تکن یمیمزانش

 با مزانشیمی بنیادي يها]. سلول15قرار گرفته بود [ تأیید

در فلاسک کشت  یترل یلیسلول در م 30000 شمارش

 Dulbecco’sکشت یطمح لیترمیلی 20به همراه  75Tسلول 

Modified Eagles Medium (DMEM)-low glucose 

(Gibco)  درصد 10و Fetal Bovine Serum (FBS) 100 و 

 لیترمیلی بر میکروگرم 100 و یسیلینپن لیتریلیواحد بر م

(مدل  گرادیسانت درجه 37در انکوباتور  یسیناسترپتوما

 درصد 5 کربن اکسید دي ) بایران، شرکت بهداد، ا3487

کشت داده شده بعد از  يها]. سلول16کشت داده شدند [

جدا شده و  یپسینبا تر درصد 60-70 تراکم به یدنرس

 یگرو تعداد د هپاساژ داده شد مجدداً هاسلول از تعدادي
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 یکزولدرون يبا دارو یمارو ت یکاستئوبلاست یزتما ءالقا جهت

  مورد استفاده قرار گرفتند.  یداس

در پاساژ  یمیمزانش یاديبن يهاسلول یکاستئوبلاست یزتما

از  یاستئوبلاست یزيتما یطمح یهته يانجام شد. برا دوم

 درصد 10و  ینگلوتام- DMEM ،L یکشت عموم یطمح

FBS يکشت فاکتورها یطمح یناستفاده شد که به ا 

 یسرولنانومولار، بتا گل 10 ییدگزامتازون با غلظت نها

فسفات - 2- مولار و آسکوربات میلی 5 ییفسفات با غلظت نها

. یداضافه گرد لیترمیلی بر میکروگرم 50 ییبا غلظت نها

 نیافتهیزتما یمیمزانش یاديبن يهااز سلول برداري نمونه

(هفته اول، دوم  یافتهیزتما یاستئوبلاست يها) و سلول0(روز 

  .]17[و سوم) صورت گرفت 

از  یداس یکزولدرون دارويپودر  گرممیلی 4 يحاو هايیالو

 ,Novartis pharma( نوارتیس ییشرکت دارو یندگینما

Basel, Switzerland( دردارو  ین. ایدگرد یهته تهران در 

 میکرومولار 5 یینها . از غلظتگردید حل کشت محیط

 3 مدت به تیمار جهت ،کشت یطدر مح اسید زولدرونیک

 Pulse( یضربان یمارت استفاده شد که اصطلاحاً ساعت

Treatment (سپس گرفت صورت قبلی مطالعات طبق .

 یتاًشستشو داده شد. نها PBSشده و با  یهکشت تخل یطمح

روز  21مدت  ها اضافه شد و بهآن يبر رو یزيتما یطمح

شده با یمارت يهاکشت داده شدند. علاوه بر سلول

عنوان کنترل کشت  به یماربدون ت MSCs ید،اس یکزولدرون

 یمیمزانش یاديبن يهااز سلول برداري داده شدند. نمونه

 در شده تیمار استئوبلاستی هايسلول و) 0(روز  نیافته تمایز

  ].18[ گرفت صورت سوم و دوم اول، هفته زمانی بازه

 یاستئوبلاست یزتما ییدتأ يرد برا یزارینآل یزيآمرنگ

 یاديبن يهاسلول آزمایش این انجام راي. بیداستفاده گرد

 یکشت داده شدند. گروه ياخانه 6 يهایتدر پل یمیمزانش

 يبا دارو یو گروه یاستئوبلاست یزيتما یطها با محاز سلول

هم به عنوان کنترل  یشدند و گروه یمارت یداس یکزولدرون

رد در  یزارینآل یزيکشت داده شدند. رنگ آم یماربدون ت

، 21 روز در آمیزيرنگ جهتکشت انجام گرفت.  21روز 

شستشو شدند.  PBSها با شده و سلول یهکشت تخل یطمح

استفاده شد و مجدد  یکساسیونجهت ف درصد 40 یدفرمالده

اضافه  درصد 1رد  یزارینآل یتاًشستشو شدند. نها PBSبا 

انکوبه شدند. سپس با آب مقطر  یقهدق 30مدت  شده و به

قرمز رنگ  يهاعدم وجود رسوب یاشستشو شده و وجود 

شرك  ،CKX53(مدل  معکوس یکروسکوپم یردر ز یمکلس

  .]19[قرار گرفتند  یابیژاپن) مورد ارز یمپوس،ال

جهت استخراج  75Tسلول از هر فلاسک  3-4×610 تعداد

DNA و یافته تمایز استئوبلاستی هايسلول ژنومی 

 زولدرونیک داروي با شده تیمار مزانشیمی بنیادي هايسلول

 مزانشیمی بنیادي هايسلول نیز و) 21 و 14، 7(روز  اسید

شرکت  DNAاستخراج  یتبا استفاده از ک نیافته تمایز

Roche یفیت. کگرفتند قرار استفاده مورد پروتکل طبق 

DNA یژل آگارز بررس ياستخراج شده با الکتروفورز بر رو 

واسطه جذب در طول  هاستخراج شده ب DNAشد. مقدار 
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 استخراج DNAشد. خلوص  یريگاندازه نانومتر 260موج 

به  نانومتر 260نسبت جذب در طول موج  یقشده از طر

  .]20[شد  یدهسنج نانومتر 280

 يهاسلول یزتام ژنوم در طول تما یلاسیونمت تغییرات

 یزيتما یطمح یربه استئوبلاست تحت تأث یمیمزانش یاديبن

 یمیمزانش یاديبن يهاسلول یزدر طول تما ینچنو هم

 یتبا استفاده از ک یداس یکزولدرون يبا دارو شدهیمارت

Methylamp Global DNA Methylation Quantification 

Ultra Kit (Epigentek Group Inc., NY, USA) استفاده با 

مورد سنجش قرار  Triplicate صورت هب الایزا تکنیک از

 یهبر عل یاختصاص يباد یاستفاده از آنت یت،گرفت. اساس ک

تام ژنوم  یلاسیونمت یابیجهت ارز یتوزینس یلمت-5

 یرتام ژنوم با استفاده از فرمول ز یلاسیون. درصد متباشدیم

  :]21[ شودیمحاسبه م

 

و  یهتجز 26نسخه  SPSS افزارنرم از استفاده با هاداده

 GraphPadافزار نرم ازشد. به منظور رسم نمودارها  یلتحل

Prism  ها با استفاده از استفاده شد. نرمال بودن داده 9نسخه

از  یو تخط قرار گرفت یابیمورد ارز Shapiro-Wilkآزمون 

داده از  یلحلت ي. برا)p<050/0نشد ( یدهفرض د یشپ ینا

 سطح. شد استفاده مکرر هايگیرياندازه با یانسوار آنالیز

  .شد گرفته نظر در 050/0 هاآزمون در داريمعنی

  نتایج

 هب یمیمزانش یاديبن يهاسلول یکاستئوبلاست یزتما تأیید

 این در یسمیکل هايتوده رنگ قرمز رسوب حضور واسطه

(الف و ب) حضور رسوب قرمز  1 شکل. باشدمی آمیزي رنگ

 تمایز بر يتأییدکه  دهدیرا نشان م یمیکلس يهارنگ توده

 با ترتیب به استئوبلاست به مزانشیمی بنیادي هايسلول

. باشدمی اسید زولدرونیک داروي و تمایزي محیط از استفاده

در  هاسلول این در رد آلیزارین آمیزي رنگ جهت گیرينمونه

. (ج) عدم حضور 1شده است. شکل  یهته یزتما 21روز 

که  دهدیرا نشان م یمیکلس يهارسوب قرمز رنگ توده

 یاديبن يهاسلول یکاستئوبلاست یزعدم تما یانگرب

 رد آلیزارین آمیزيرنگجهت  یريگاست. نمونه یمیمزانش

شده  یهته یزتما ءالقا از قبل و صفر روز در هاسلول این در

 است.

   

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                             5 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 ... تغییرات متیلاسیون تام ژنوم در تمایز استئوبلاستی 212

 1401، سال 2، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

                    
  

 

 یافته یزتما يهاسلول. (ب) یزتما 21در روز  یزيتما محیطشده با یمارت یاستئوبلاست یافتهیزتما يهارد. (الف) سلول یزارینآل یزيرنگ آم -1 شکل

  .مزانشیمی بنیادي هايسلول. (ج) یزتما 21در روز  یداس زولدرونیکشده با  یمارت یاستئوبلاست

  

 از قبل مزانشیمی بنیادي هايسلول ژنوم تام متیلاسیون

 و 14، 7(روز  تمایزي محیط با تمایز از بعد و) 0(روز  تمایز

 در ژنوم تام متیلاسیون درصد. شد گیرياندازه) تمایز 21

) 0(روز  تمایز از قبل مزانشیمی بنیادي هايسلول

 به 21 و 14، 7 روز در تمایز از بعد و درصد 87/1±00/20

 و درصد 83/19±40/1 درصد، 20/20±34/1 ترتیب

 تام متیلاسیون مقایسه 1 نمودار. بود درصد 70/2±20/22

 با تمایز از بعد و قبل مزانشیمی بنیادي هايسلو در ژنوم

 ینب داريمعنی اختلاف. دهدمی نشان را تمایزي محیط

 یمیمزانش یاديبن يهاتام ژنوم در سلول یلاسیوندرصد مت

) 21و  14، 7(روز  یز) و بعد از تما0(روز  یزقبل از تما

  .)p=093/0(مشاهده نشد 

  

 با استئوبلاستی تمایز طول درتام ژنوم  ونیلاسیمت سنجش. 1 نمودار

) 0(روز  زیقبل از تما یمیمزانش يادیبن يهادر سلول تمایزي محیط

 34/1 بیبه ترت 21و  14، 7در روز  زیدرصد و بعد از تما  87/1±00/20

 درصد. 20/22 ± 70/2درصد و  83/19 ± 40/1درصد،  20/20 ±

)093/0=p( 
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قبل از  یمیمزانش یاديبن يهاسلول ژنومتام  متیلاسیون

(روز  یداس یکزولدرون يبا دارو یمار) و بعد از ت0(روز  یمارت

تام  یلاسیونشد. درصد مت یريگ) اندازهیزتما 21و  14، 7

) 0(روز  یمارقبل از ت یمیمزانش یاديبن يهاژنوم در سلول

 به 21 و 14، 7 روز در تیمار از بعد و درصد 97/1±33/18

 و درصد 80/17±47/2 درصد، 96/21±66/3 ترتیب

 تام یلاسیونمت یسهمقا 2درصد بود. نمودار  96/2±07/19

در  یزقبل و بعد از تما یمیمزانش یاديبن يهاژنوم در سلو

دهد. اختلاف  یرا نشان م یداس یکزولدرون يبا دارو یمارت

 يهاتام ژنوم در سلول یلاسیوندرصد مت ینب يدار یمعن

(روز  یمار) و بعد از ت0(روز  یمارقبل از ت یمیمزانش یاديبن

  ).p=057/0() مشاهده نشد 21و  14، 7

  

 یمیمزانش يادیبن يهاسلول در ژنوم تام ونیلاسیمت سنجش -2 نمودار

 از قبـل  یمیمزانش يادیبن يهاسلول در دیاس کیزولدرون با شدهماریت

 21 و 14، 7 روز در مـار یت از بعد و درصد 33/18 ± 97/1) 0(روز  ماریت

 07/19 ± 96/2 و درصد 80/17 ± 47/2 درصد، 96/21 ± 66/3 بیترت به

  )p=057/0( .درصد

  بحث

 يرا به نحو ینساختار کرومات یکژنت یاپ هايمکانیسم

 يبردارنسخه يها در دسترس فاکتورهاکه ژن دهندیم ییرتغ

 ینساختار کرومات ییربرعکس با تغ یاو  یرندقرار گ یاختصاص

 يهابه ژن يبردارنسخه يفاکتورها یمنجر به عدم دسترس

ها را تحت ژن یانب توانندیاساس م ین. بر اشوندیهدف م

 یقتحق یکو همکارانش در  Barterکنترل داشته باشند. 

 به انسانی مزانشیمی بنیادي هايسلول تمایزنشان دادند که 

در  مخصوصاً DNA یپومتیلاسیونبا ه هاکندروسیت

 ینچن]. هم22همراه است [ یرمس ینا یاختصاص هايیتوال

Kang اختصاصی هايژن بیان که دادند نشان همکارانش و 

 وضعیت با مزانشیمی بنیادي هايسلول تمایز در رده

  ].23[ است همراه هاژن این هیپومتیلاسیون

 مثل خاص ژنتیکی هايپروسه در ژنوم تام متیلاسیون نقش

 ژن بندي نقش و X یکروموزوم جنس سازي فعال غیر

)Gene Imprinting (24[است  شده شناخته خوبی هب[ .

 ییندر تع تواندمی ژنوم تام متیلاسیون وضعیت چنینهم

و  یرهمانند تکث یمهم سلول يهاو پروسه یسرنوشت سلول

و همکاران نشان  Ivanovaباشد.  یتاهم حایزتکامل  و یزتما

 یانیرو ینیگزتام ژنوم در طول لانه یلاسیوندادند که مت

 ییراتتغ دهنده نشان یافته ین]. ا25[ کندیم ییرتغ

. باشدیم یزتام ژنوم در طول تکامل و تما یلاسیونمت

Maierhofer يبر رو یکساشعه ا یرتأث یو همکاران با بررس 

نشان دادند  یانسان هايیبروبلاستتام ژنوم در ف یلاسیونمت

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                             7 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 ... تغییرات متیلاسیون تام ژنوم در تمایز استئوبلاستی 214

 1401، سال 2، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

 فرآیند ینتام ژنوم در ا یلاسیوندر مت داريمعنی تغییر که

و همکاران نشان دادند که  Tsang]. 26[ گیردیصورت نم

وابسته به سن  یتام ژنوم در مراحل مختلف زندگ یلاسیونمت

نشان  ینمحقق ینا ینچنمتفاوت باشد. هم تواندیو جنس م

در  یسمتام ژنوم در کودکان اوت یلاسیونمت یزاندادند که م

 یه]. در مراحل اول27است [ تریشبا کودکان سالم ب یسهمقا

 صورت هب DNA یلاسیونان، متاستخو یشکستگ یمترم

 یشاز افزا یامر ناش ینکه ا کندیم یداپ یشافزا مندهدف

 یلاسیونکه در مت باشدیم DNMT3B یمآنز یتفعال

 Sonic یامانتقال پ یرمس در عمدتاً و DNA یاختصاص

Hedgehog (SHH)  حاضر تحقیق در. ]28[اثرگذار است 

 استئوبلاستی تمایز طول در ژنوم تام متیلاسیون وضعیت

 مورد الایزا تکنیک از استفاده با مزانشیمی بنیادي هايسلول

 متیلاسیون وضعیت که شد داده نشان و گرفت قرار ارزیابی

 بنیادي هايسلول استئوبلاستی تمایز طول در ژنوم تام

 ياستفاده از دارو ینچن. همکندنمی پیدا تغییر مزانشیمی

 یکاستئوبلاست یزتما یعکه نقش آن در تسر یداس یکزولدرون

 یريتأث ]7[شناخته شده است  یمیمزانش یاديبن يهاسلول

 قبلی تحقیقات کهحالی در. تام ژنوم ندارد یلاسیونبر مت

 هايژن اختصاصی متیلاسیون روي بر مقاله نویسندگان

 مزانشیمی بنیادي هايسلول استئوبلاستیک تمایز در دخیل

 باشدمی هاژن از برخی در متیلاسیون تغییرات دهندهنشان

 یاو  کندینم ییرتام ژنوم تغ یلاسیون] هر چند مت5 ،9[

  . یستن یابیمورد استفاده قابل ارز یکبا تکن ییراتتغ

Cao نشان  آرایهیکروم يهمکارانش با استفاده از تکنولوژ و

 یاستئوبلاست یزژنوم در طول تما یلاسیوندادند که سطح مت

 یداپ ییرتغ یشیبصورت افزا یمیمزانش یاديبن يهاسلول

متعدد در سطح  یکیعناصر ژنوم کهيطوربه کندیم

 یکیو عناصر ژنوم گیرندیمتوسط تا بالا قرار م یلاسیونمت

 ینلذا ا ]29[ گیرندیبالا قرار م یلاسیوندر سطح مت يتکرار

متفاوت مورد استفاده در  هايیکاز تکن یناش تواندیتفاوت م

تام ژنوم در  یلاسیونمت یجدو مطالعه باشد. به هر حال، نتا

 یک یلاسیونمت ییراتتغ ینکه ب دهدینشان م یقتحق ینا

 یتام ژنوم ارتباط یلاسیونمت ییراتبا تغ یز،ژن در طول تما

 هايیماز عمکرد آنز یناش تواندیامر م ینوجود ندارد که ا

 DNMT3 یممثل آنز یبا عملکرد اختصاصژنوم  کنندهیلهمت

به  یمیمزانش یاديبن يهاسلول یزنما فرآیند ینبنابرا باشد.

 یرسا احتمالاً و بوده فرد همنحصر ب یرمس یکها استئوبلاست

نقش  یفايدر کنترل آن ا ژنتیکییو اپ یکیژنت هايیسممکان

در مورد  یقتحق ینا هايیافته. لذا تفاوت در نمایدیم

 ]29[و همکاران  Cao يها یافتهتام ژنوم با  یلاسیونمت

 یتمتفاوت با حساس هايیکاز استفاده تکن یناش تواندیم

تام ژنوم  یلاسیونسطح مت ییراتتغ ییمختلف در شناسا

 حاضر مطالعه هاي محدودیت عنوان هب تواندیباشد که م

  .ودش مطرح
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  گیرينتیجه

نقش  DNA یلاسیونمت مخصوصاً ژنتیک اپی هايمکانیسم

مشخص شد که  یقتحق یندارد. در ا یزتما فرآینددر  یمهم

 یمی،مزانش یاديبن يهاسلول یاستئوبلاست یزدر طول تما

استفاده از  ینچن. همکندینم ییرتام ژنوم تغ یلاسیونمت

 یکاستئوبلاست یزتما یعکه با تسر یداس یکزولدرون يدارو

تام  یلاسیونهمراه است، مت یمیمزانش یاديبن يهاسلول

در  ینهزم یندر ا تریشب یقات. لذا تحقدهدینم ییرژنوم را تغ

 استئوبلاستی تمایز در دخیل هايمکانیسم بهتر درك

  .رسدمی نظر به ضروري

  قدردانی و تشکر

 دانشگاه همکاري و تبریز پزشکی علومدانشگاه  یمال یتحما زا

 یسشرکت نوارت یندگیاز نما و تحقیق این انجام در مدرس تربیت

 یسلول یقاتمرکز تحق ازو  یداس یکزولدرون يدارو ینتام یلدل هب

 یمنولوژيا یقاتمرکز تحق وصارم  یاديبن يهاو سلول یملکول

 یشگاهگذاشتن آزما یاردر اخت یلدل هب یزتبر یدانشگاه علوم پزشک

 همکاري دلیل هب قوجازاده مرتضی دکتر آقاي جناب از چنینو هم

  .یمرا دار یتشکر و قدردان یتنها هاداده آماري آنالیز در

.

 

 

 

References 
 

 

[1] Thomas S, Jaganathan BG. Signaling 

network regulating osteogenesis in 

mesenchymal stem cells. J Cell Commun 

Signal 2022; 16(1): 47-61. 

[2] Salhotra A, Shah HN, Levi B, Longaker MT. 

Mechanisms of bone development and 

repair. Nat Rev Mol Cell Biol 2020; 21(11): 

696-711. 

[3] Liu Q, Li M, Wang S, Xiao Z, Xiong Y, 

Wang G. Recent Advances of Osterix 

Transcription Factor in Osteoblast 

Differentiation and Bone Formation. Front 

Cell Dev Biol 2020; 15(8): 1575. 

[4] Chan WC, Tan Z, To MK, Chan D. 

Regulation and Role of Transcription 

Factors in Osteogenesis. Int J Mol Sci 2021; 

22(11): 5445. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                             9 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 ... تغییرات متیلاسیون تام ژنوم در تمایز استئوبلاستی 216

 1401، سال 2، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

[5] Marofi F, Vahedi G, Solali S, Alivand M, 

Salarinasab S, Zadi Heydarabad M, et al. 

Gene expression of TWIST1 and ZBTB16 

is regulated by methylation modifications 

during the osteoblastic differentiation of 

mesenchymal stem cells. J Cell Physiol 

2019; 234(5): 6230-43. 

[6] Marofi F, Hassanzadeh A, Solali S, Vahedi 

G, Mousavi Ardehaie R, Salarinasab S, et 

al. Epigenetic mechanisms are behind the 

regulation of the key genes associated with 

the osteoblastic differentiation of the 

mesenchymal stem cells: the role of 

zoledronic acid on tuning the epigenetic 

changes. J Cell Physiol 2019; 234(9): 

15108-22. 

[7] Zhou Y, Li J, Zhou K, Liao X, Zhou X, Shen 

K. The methylation of Notch1 promoter 

mediates the osteogenesis differentiation in 

human aortic valve interstitial cells through 

Wnt/β‐catenin signaling. J Cell Physiol 

2019; 234(11): 20366-76. 

[8] Rahimzadeh S, Rahbarghazi R, Aslani S, 

Rajabi H, Latifi Z, Hagh MF, et al. 

Promoter methylation and expression 

pattern of DLX3, ATF4, and FRA1 genes 

during osteoblastic differentiation of 

adipose-derived mesenchymal stem cells. 

BioImpacts 2020; 10(4): 243-9. 

[9] Mashhadikhan M, Kheiri H, Dehghanifard A. 

DNA methylation and gene expression of 

sFRP2, sFRP4, Dkk 1, and Wif1 during 

osteoblastic differentiation of bone marrow 

derived mesenchymal stem cells. J Oral 

Biosci 2020; 62(4): 349-56. 

[10] Churilla BM, Perera S, Greenspan SL, 

Resnick NM, Kotlarczyk MP. Zoledronic 

acid and bone health in older adults with 

cognitive impairment. Osteoporos Int 2022; 

33(1): 293-8. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                            10 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 217  و همکاران مینا نیک آسا

 1401، سال 2، شماره 21دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

[11] Jeon HL, Oh IS, Baek YH, Yang H, Park J, 

Hong S, et al. Zoledronic acid and skeletal-

related events in patients with bone 

metastatic cancer or multiple myeloma. J 

Bone Miner Metab 2020; 38(2): 254-63. 

[12] Luo C, Hajkova P, Ecker JR. Dynamic 

DNA methylation: in the right place at the 

right time. Science 2018; 361(6409): 1336-

40. 

[13] Gujar H, Weisenberger DJ, Liang G. The 

roles of human DNA methyltransferases 

and their isoforms in shaping the 

epigenome. Genes 2019; 10(2): 172-9. 

[14] Li S, Tollefsbol TO. DNA methylation 

methods: Global DNA methylation and 

methylomic analyses. Methods 2021; 

1(187): 28-43. 

[15] Mohajeri S, Hosseinkhani H, Ebrahimi NG, 

Nikfarjam L, Soleimani M, Kajbafzadeh 

AM. Proliferation and differentiation of 

mesenchymal stem cell on collagen sponge 

reinforced with polypropylene/polyethylene 

terephthalate blend fibers. Tissue Eng Part 

A 2010; 16(12): 3821-30. 

[16] Mushahary D, Spittler A, Kasper C, Weber 

V, Charwat V. Isolation, cultivation, and 

characterization of human mesenchymal 

stem cells. Cytometry A 2018; 93(1): 19-31. 

[17] Sordi MB, Curtarelli RB, da Silva IT, 

Fongaro G, Benfatti CA, de Souza Magini 

R, et al. Effect of dexamethasone as 

osteogenic supplementation in in vitro 

osteogenic differentiation of stem cells from 

human exfoliated deciduous teeth. J Mater 

Sci Mater Med 2021; 32(1): 1-9. 

[18] Ebert R, Zeck S, Krug R, Meissner-Weigl J, 

Schneider D, Seefried L, et al. Pulse 

treatment with zoledronic acid causes 

sustained commitment of bone marrow 

derived mesenchymal stem cells for 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                            11 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 ... تغییرات متیلاسیون تام ژنوم در تمایز استئوبلاستی 218

 1401، سال 2، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

osteogenic differentiation. Bone 2009; 

44(5): 858-64. 

[19] Kameswari S, Sangeetha S, Mohanraj KG. 

Alizarin red S-A procedure for staining 

bones. Drug Invent Today 2019; 12(5): 890-

2. 

[20] Dong L, Yoshizawa J, Li X. Nucleic acid 

isolation and quality control. Biobanking 

2019; pages: 325-43. 

https;//doi.org/10.1007/978-1-4939-8935-

5_28. 

[21] de Oliveira NF, de Castro Coêlho M, Viana 

Filho JM. ELISA analysis of global 

methylation levels. Epigenetics Methods 

2020; 18: 83-92. 

[22] Barter MJ, Bui C, Cheung K, Falk J, Gómez 

R, Skelton AJ, et al. DNA hypomethylation 

during MSC chondrogenesis occurs 

predominantly at enhancer regions. Sci Rep 

2020; 10(1): 1-0. 

[23] Kang MI, Kim HS, Jung YC, Kim YH, 

Hong SJ, Kim MK, Transitional CpG 

methylation between promoters and 

retroelements of tissue-specific genes 

during human mesenchymal cell 

differentiation. J Cell Biochem 2007; 

102(1): 224-39. 

[24] Bartolomei MS, Oakey RJ, Wutz A. 

Genomic imprinting: An epigenetic 

regulatory system. PLoS Genet 2020; 16(8): 

e1008970. 

[25] Ivanova E, Canovas S, Garcia-Martínez, S, 

Romer R, Lopes JS, Rizos D, DNA 

methylation changes during preimplantation 

development reveal inter-species 

differences and reprogramming events at 

imprinted genes. Clin Epigenet 2020; 

12(64): 1-18. 

[26] Maierhofer A, Flunkert J, Dittrich M, 

Müller T, Schindler D, Nanda I, et al. 

Analysis of global DNA methylation 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                            12 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 219  و همکاران مینا نیک آسا

 1401، سال 2، شماره 21دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

changes in primary human fibroblasts in the 

early phase following X-ray irradiation. 

PLoS ONE 2017; 12(5): e0177442. 

[27] Tsang SY, Ahmad T, Mat FWK, Zhao C, 

Xiao S, Xia K, et al. Variation of global 

DNA methylation levels with age and in 

autistic children. Hum Genomics 2016; 

10(1): 1-6.  

[28] Wang C, Shan S, Wang C, Wang J, Li J, Hu 

G, et al. Mechanical stimulation promote 

the osteogenic differentiation of bone 

marrow stromal cells through epigenetic 

regulation of Sonic Hedgehog. Exp Cell Res 

2017; 352(2): 346-56. 

[29] Cao Y, Yang H, Jin L, Du J, Fan Z. 

Genome-wide DNA methylation analysis 

during osteogenic differentiation of human 

bone marrow mesenchymal stem cells. Stem 

Cells Int 2018; https://doi.org/10.1155/ 

2018/8238496 

. .

  

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jr

um
s.

21
.2

.2
07

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

14
01

.2
1.

2.
5.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

                            13 / 14

http://dx.doi.org/10.52547/jrums.21.2.207
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1401.21.2.5.4
https://journal.rums.ac.ir/article-1-6327-fa.html


 ... تغییرات متیلاسیون تام ژنوم در تمایز استئوبلاستی 220

 1401، سال 2، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

Evaluation of Changes in Global DNA Methylation during Osteoblastic 
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Background and Objectives: Control processes in osteoblastic differentiation of mesenchymal stem cells are not 

yet fully understood. Epigenetic mechanisms, especially the methylation of CpG Islands in the promoter of genes, 

are considered as one of the most important control mechanisms in stem cell differentiation. In the process of 

differentiation, it is debated whether only the methylation of specific genes changes or the methylation of global 

DNA. Therefore, in the present study, the state of global DNA methylation was evaluated during osteoblastic 

differentiation of mesenchymal stem cells by differentiation medium and also in treatment by zoledronic acid.  

Materials and Methods: In this laboratory study, after isolation and proliferation of mesenchymal stem cells, 

induction of osteoblastic differentiation was done using differentiating medium and zoledronic acid. DNA extraction 

was performed at differentiation weeks 1, 2, and 3 as well as from undifferentiated mesenchymal stem cells. Global 

DNA methylation status was assessed by antibodies against 5-methyl cytosine. Repeated measurement design test 

was used to analyze the data.  

Results: Global DNA methylation status of the genome did not change during osteoblastic differentiation of 

mesenchymal stem cells (p=0.093). Also, treatment with zoledronic acid had no effect on global DNA methylation 

(p=0.057).  

Conclusion: Osteoblastic differentiation of mesenchymal stem cells by differentiation medium and also in treatment 

with zoledronic acid is not associated with altered global methylation of the genome. Therefore, the differentiation 

process of mesenchymal stem cells to osteoblasts is a unique pathway, and possibly other genetic and epigenetic 

mechanisms play a role in controlling it. 
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