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  چكيده
هاي بنيادي مزانشيمي نقش     هاي بيماري استئوپورز در تمايز سلول      عنوان يكي از درمان     زولدرونيك اسيد به   :هدف
خـوبي   هنـوز بـه   هاي بنيادي مزانشيمي     سلول تمايز استئوبلاستيك    يالقاحال مكانيسم اثر اين دارو در        با اين . دارد

 ـ         . شناخته نشده است   هـاي   ثير زولـدرونيك اسـيد روي متيلاسـيون پرومـوتر ژن      أبر اين اسـاس در ايـن تحقيـق ت
RUNX2 و DLX5 شد ارزيابي.  

مار ضـرباني بـا زولـدرونيك       هاي بنيادي مزانشيمي انساني پس از جداسازي و تكثير، تحت تي            سلول :ها مواد و روش  
 هفتـه در محـيط تمـايزي كـشت داده           3مـدت    قرار گرفتند و به    ساعت   3مدت   ميكرومولار به  5اسيد با غلظت نهايي     

 هاي بنيادي مزانيـشيمي  سلولهاي اول، دوم و سوم تمايز استئوبلاستيك و همچنين از       در هفته  DNAاستخراج  . شدند
 اختـصاصي متيلاسـيون بـا اسـتفاده از          PCRسـولفيت، آزمـايش      يم بـي   بـا سـد    DNAپس از تيمار    . صورت گرفت 

  .انجام شد DLX5 و RUNX2هاي  منظور ارزيابي متيلاسيون پروموتر ژن متيله به رهاي متيله و غيرآغازگ
 و RUNX2هـاي    رهـاي متيلـه و غيرمتيلـه بـراي ژن         آغازگبـا    اختصاصي متيلاسـيون     PCR آزمايش    نتايج :نتايج

DLX5  بر ايـن اسـاس وضـعيت       . هاي بنيادي مزانشيمي مثبت بود     اي تمايز يافته استئوبلاستي و سلول     ه  در سلول
  .استدهنده متيلاسيون ناكامل   نشانDLX5 و RUNX2هاي  متيلاسيون ناحيه پروموتري ژن

 در تمايز استئوبلاستيك ناشي از داروي زولدرونيك اسيد تغيير آرايـش            DLX5 و   RUNX2هاي    ژن :گيري نتيجه
 ويـژه  به ژنتيكي اپيهاي   واسطه مكانيسم   زولدرونيك اسيد به    نتايج بررسي حاضر نشان داد كه      .دهند تيلاسيون نمي م

بر اين اساس، مكانيسم اثر . شود نميهاي بنيادي مزانيشيمي  سلولمتيلاسيون پروموتر منجر به تمايز استئوبلاستيك 
تواند يـك مـسير مـستقل از تغييـرات            تمايز مي  ي در القا  هاي بنيادي مزانشيمي    سلول داروي زولدرونيك اسيد در   

  .ين دو ژن باشد در اژنتيكي اپي
  

  استئوبلاستيهاي بنيادي مزانشيمي، تمايز ، سلولDNA زولدرونيك اسيد، متيلاسيون :واژگانكليد
  

 1411713116 :تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه هماتولوژي، كدپستي :نشاني مكاتبه*  
Email: noruzinia@modares.ac.ir 
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  و همكاران حق دوستي مجيد فرش  يز استئوبلاستيكتما در ژنتيكي اپيش نق
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  مقدمه -1
واسطه حضور و فعاليت چهار نوع سلول        هبافت استخواني ب  

ــت   ــامل استئوبلاس ــتخواني ش ــيت(Osteoblast) اس  ، استئوس
(Osteocyte)استئوكلاســـت ، (Osteoclast)هـــاي   و ســـلول

 همــواره در حــال بازســازي بــوده و (Lining cells)آســتري 
هاي جديد استخواني    بافت.  و زنده است   پوياعنوان يك بافت     به

هـا مـاتريكس     اين سلول . شوند ها ساخته مي   توسط استئوبلاست 
يــق ترشــح تعــداد زيــادي از    ارگانيــك اســتخوان را از طر 

عـلاوه بـر سـنتز      . كننـد  هاي خـارج سـلولي سـنتز مـي         پروتئين
ــلولي، استئوبلاســـت  ــارج سـ ــاتريكس خـ ــا در  مـ  فراينـــدهـ

هـا مـشاركت     و كنترل عملكرد استئوكلاسـت    سازي   كاني زيست
ــد ــت. دارن ــلول  استئوبلاس ــا از س ــشيمي  ه ــادي مزان ــاي بني  ه

(Mesenchymal Stem Cells: MSCs)ــز  موجــود د ر مغ
بـرداري متعـددي در      فاكتورهاي نسخه . گيرند  مي أاستخوان منش 

 كـه در ايـن بـين فاكتورهـاي          دارنـد تمايز استئوبلاسـتي نقـش      
. كننـد  نقش مهمي را ايفا مي     DLX5 و   RUNX2برداري   نسخه

RUNX2 ــراي تمــايز استئوبلاســتي و اســكلتي زايــي  ريخــت ب
وكلئيـك و   عنـوان داربـستي بـراي اسـيدهاي ن         هضروري بوده و ب   

. كنـد  هاي اسكلتي عمل مـي     فاكتورهاي تنظيمي دخيل در بيان ژن     
]. 1[هاي اين ژن با اختلالات تكامل استخوان همراه اسـت            جهش

DLX5         هـاي اسـتخوان      در تكامل اسـتخوان و بهبـود شكـستگي
، بيـان   DLX5 و تحقيقات اخير نشان داده اسـت كـه           داشتهنقش  
كنـد و ميـزان      ا تسريع مي  رهاي زودرس تمايز استئوژنيك ر    نشانگ
  ].3، 2[دهد   بعد از تولد را افزايش ميسازي كاني زيست

MSCs توانند ساير انواع سلولي     ها مي  غير از استئوبلاست  ه   ب
هـا را    همانند كندروسيت، فيبروبلاست، آديپوسـيت و ميوبلاسـت       

 معيـار   3واسطه حداقل    ه ب MSCsشناسايي  ]. 5،  4[نيز توليد كنند    
خاصــيت چــسبندگي بــه ســطوح ) 1 : گيــردزيــر صــورت مــي

رهاي نـشانگ وجـود   ) 2پلاستيكي در شـرايط كـشت اسـتاندارد،         
رهاي نــشانگ و عــدم وجــود CD105 ،CD73 ،CD90ســطحي 
 و CD45  ،CD34  ،CD14 ،CD11b ،CD79α ،CD19سطحي  

HLA-DR (Human Leukocyte Antigen DR)   در سـطح

، آديپوسـيت و    قابليت تمـايز بـه استئوبلاسـت      ) 3ها،   اين سلول 
امـروزه  ]. 6 [(In vitro)  آزمايـشگاهي كندروبلاست در شرايط

MSCs دليل توانايي تمايز به چندين رده سلولي و همچنـين         ه   ب
هاي مهمي در پزشكي ترميمـي و        ها، سلول  در دسترس بودن آن   

ــاني محــسوب مــي  در عــين حــال، ]. 9-7[شــوند  ســلول درم
هاي مختلـف    به رده  MSCsهاي كنترلي تمايز و تكثير       مكانيسم

  .خوبي شناخته نشده است ها هنوز به سلولي همانند استئوبلاست
ــيد ــدرونيك اسـ ــو (Zoledronic Acid) زولـ  يـــك آمينـ

هاي اسـكلتي در      كه براي پيشگيري از شكستگي     استفسفونات   بي
، اداره  2007در سـال    . گيـرد  بيماران مختلف مورد استفاده قرار مـي      

 :Food and Drug Administration)غـذا و داروي آمريكـا   

FDA) ــراي مجــوز اســتفاده از ايــن دارو   درمــان اســتئوپورزب
(Osteoporosis)      تحقيقات نـشان   .  در زنان يائسه را صادر كرد

ها  داده است كه مصرف زولدرونيك اسيد ميزان شكستگي مهره        
هـا را بهبـود       اسـتخوان  چگـالي دهـد و     شدت كـاهش مـي     را به 
 ـ]. 10[بخشد   مي  3 مـدت  بـه ضـرباني زولـدرونيك اسـيد       ثير  أت

 شـود   ميhMSCرهاي استئوژنيك در نشانگساعت منجر به القا    
]. 11 [ به استئوبلاست همـراه اسـت      MSCsكه با تسريع تمايز     

طور كامل   در عين حال، مكانيسم اثر داروي زولدرونيك اسيد به        
 ـ   . شناخته شده نيست   ثير داروي زولـدرونيك    أبنابراين بررسـي ت

ثيرات أ درمــان اســتئوپورز بــا رويكــرد شــناخت تــيبــرااســيد 
كارهـاي مناسـبي جهـت درك        توانـد راه   هـا، مـي     آن ژنتيكي اپي

هـاي اسـتخواني     مكانيسم اثر دارو و درمان مناسب براي بيماري       
  .ه دهدي استئوپورز اراويژه به

 ژنتيكـي  اپـي هاي كنترل بيان ژن، فراينـدهاي        يكي از مكانيسم  
هـا    در نواحي پروموتور ژناغلب DNA  كه شامل متيلاسيون  است

ــرايشو  ــاي  پي ــيون،  ه ــيون، داستيلاس ــم از استيلاس ــستوني اع هي
  تحقيقات متعددي نشان داده    .است... متيلاسيون، فسفوريلاسيون و    

ثر در  ؤهاي م  عنوان يكي از مكانيسم     به ژنتيكي اپي كه تغييرات    ستا
ه ما توانـسته   تحقيقات گرو ]. 13،  12[ هاي بنيادي است   تمايز سلول 

 ROR2 (Receptor Orphan ژن ژنتيكـي  اپـي اسـت از نقـش   

Receptor tyrosine kinase 2)  در تمــايز استئوبلاســتي پــرده
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علت قابليت تغيير در مقايـسه      ه   ب ژنتيكي اپي تغييرات   ].14[بردارد  
هـاي   تـري در ايجـاد درمـان       هاي مناسب  با تغييرات ژنتيكي هدف   

توانـد بـسياري از      هـا مـي    پديـده در عين حـال ايـن       . استجديد  
هـا   هاي ژنتيكي مانند توارث، تغيير عملكرد ژن       خصوصيات پديده 

تحقيقات اخير اهميت متيلاسـيون    ]. 15[سازي كند    و غيره را شبيه   
ــصاصي ژن ــا  اختـ  در (Gene Specific Methylation)هـ

 تعيـين   بنـابراين . دهـد  فرايندهاي سلولي همانند تمايز را نشان مي      
 هاي اختـصاصي در تمـايز استئوبلاسـتيك        تيلاسيون ژن وضعيت م 

 تيمـار شـده     MSCs در طول تمايز     DLX5 و   RUNX2همانند  
  . اهميت خواهد بودداري با داروي زولدرونيك اسيد

ــسم   ــشتر مكاني ــناخت بي ــق حاضــر ش ــاي  هــدف از تحقي ه
به استئوبلاست تحت تيمـار بـا    MSCsثر در تمايز    ؤ م ژنتيكي اپي

 بنــابراين وضــعيت متيلاســيون .اســتســيد داروي زولــدرونيك ا
ــاي  ژن ــتيك  DLX5 و RUNX2ه ــايز استئوبلاس ــول تم  در ط

MSCs          تيمار شده با داروي زولدرونيك اسيد با استفاده از روش  
PCR اختصاصي متيلاسـيون  (Methylation Specific PCR: 

MSP) بررسي شد.  
  

  ها مواد و روش -2
  MSCsجداسازي و كشت  -2-1

 از مغز استخوان انـساني پـس از كـسب           ليتر  ميلي 10حدود  
رضايت از يك اهدا كننده سالم كه از بخش پيوند مغز استخوان            

ده بـود در يـك لولـه هپارينـه بـه            ش ـبيمارستان شـريعتي تهيـه      
هـاي تـك     جداسازي سلول . آزمايشگاه كشت سلولي منتقل شد    

اي با استفاده از فايكول و سانتريفوژ شيب غلظتي صورت           هسته
 HBSSاي بعد از شستشو بـا بـافر          هاي تك هسته    سلول .گرفت

(Hank's Buffered Salt Solution)   در فلاسك كشت سـلول
T75محيط كـشت ليتر   ميلي20همراه   بهDMEM-low glucose 

(Gibco) ــد10 و    و FBS (Fetal Bovine Serum)  درصـ
ليتـر   ميكروگرم بر ميلي   100سيلين و     پني ليتر  واحد بر ميلي   100
درجـــه  37 در انكوبـــاتور (Streptomycin) ترپتومايـــسيناس

مـدت يـك شـب      بـه  درصـد 5 دي اكـسيد كـربن   با  گراد   سانتي
(Overnight)   اي  هاي تك هـسته    سلول]. 16[  كشت داده شدند

 (Viability)قبل از كشت شمارش شـده و درصـد زنـده بـودن              
 از مخلـوط     ميكروليتـر  10بـراي ايـن منظـور       . ها مشخص شد   آن

 مخلوط شده (Trypan Blue) تريپان بلوميكروليتر  10با سلولي 
روز بعد محيط كـشت از فلاسـك        . شدندو با لام نئوبار شمارش      

  هاي چسبنده بـه سـطح فلاسـك سـه بـار بـا               خالي شده و سلول   
 PBSA (Phosphate Buffered Saline) بــافرليتــر  ميلــي 20

 هاي چـسبنده تعـويض شـده و         سلول  محيط .شستشو داده شدند  
 (Confluency)شـاري     هـم  تا يك هفته كشت داده شدند تـا بـه         

 جدا شـده    (Trypsin)  رسيده و سپس با تريپسين      درصد 60-70
 3-2  در پاسـاژ   MSCs تمايز استئوبلاسـتيك  . و پاساژ داده شدند   

براي تهيه محيط تمايزي استئوبلاستي از محيط كـشت         . انجام شد 
تفاده شـد    اس ـ FBS  درصد 10گلوتامين و   -DMEM  ،Lعمومي  

ــازون     ــاي دگزامتـ ــشت فاكتورهـ ــيط كـ ــن محـ ــه ايـ ــه بـ  كـ
(Dexamethasone)     گليسرول -، بتا  نانومولار 10 با غلظت نهايي

فـسفات   -2-و آسـكوربات  مولار   ميلي 5فسفات با غلظت نهايي     
 MSCs. دش ـاضـافه   ليتـر    ميكروگرم بر ميلـي    50با غلظت نهايي    
  ].17[ند ييد ماهيت، فلوسيتومتري شدأ تبراياستخراج شده 

  

   با زولدرونيك اسيدMSCsتيمار  -2-2
پـودر  گـرم    ميلي 4داروي زولدرونيك اسيد در ويال حاوي       

ايـن  . دش ـ تهيـه    Novartisزولدرونيك اسيد از شركت دارويي      
دارو محلول در آب بوده و همچنين قابليت انحـلال در محـيط             

 از (Pulse Treatment) براي تيمار ضـرباني . كشت را نيز دارد
بـراي  .  در محيط كشت استفاده شدميكرومولار 5لظت نهايي غ

 كـشت   T75هـاي     در فلاسـك   hMSC تمايز استئوبلاستي،    يالقا
  درصـد  40-30 شـاري  هـم هـا بـه      بعد از اينكه سلول   . داده شدند 
داروي زولدرونيك  ميكرومولار   5 تحت تيمار ضرباني با      ،رسيدند
حـيط كـشت    سـپس م  ]. 11[ ساعت قرار گرفتنـد      3مدت   اسيد به 

ــا    ــده و ب ــه ش  PBS (Phosphate Buffered Saline)تخلي
ها اضافه شد  نهايت محيط تمايزي روي آن   در   .شستشو داده شد  
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هاي تيمـار    علاوه بر سلول  .  روز كشت داده شدند    21مدت   و به 
عنـوان كنتـرل      بدون تيمار بـه    MSCs شده با زولدرونيك اسيد،   

  .كشت داده شدند
  

 (Alizarin Red)قرمز ين آميزي آليزار رنگ -2-3
 قرمـز آميزي آليزارين    ييد تمايز استئوبلاستي از رنگ    أبراي ت 

اي كشت    خانه 6هاي   در پليت  MSCsبدين منظور   . دشاستفاده  
ها با زولدرونيك اسيد تيمار شـدند        گروهي از سلول  . داده شدند 

. عنوان كنتـرل بـدون تيمـار كـشت داده شـدند            و گروهي هم به   
بـراي  .  كشت انجام گرفت   21 در روز    قرمزارين  آميزي آليز  رنگ

 شستـشو   PBSها با    اين منظور محيط كشت تخليه شد و سلول       
شـده و   تثبيـت     درصـد  40ها با فرمالدهيـد      سپس سلول . شدند
   قرمـز  نهايت رنـگ آليـزارين        در . شستشو شدند  PBS با   اًمجدد

سـپس بـا    .  دقيقه انكوبه شدند   30مدت    اضافه شد و به     درصد 1
طر شستشو شده و در زير ميكروسـكوپ از نظـر وجـود          آب مق 
  .شدندهاي قرمز رنگ كلسيم ارزيابي  رسوب
  

  DNAاستخراج  -2-4
DNA MSC  ــا ــا داروي    MSCو ه ــده ب ــار ش ــاي تيم ه

زولدرونيك اسيد در هفته اول، دوم و سوم با اسـتفاده از كيـت              
 پيشنهادي كيت   برنامه براساس   Roche شركت   DNAاستخراج  

ها تريپسينه شـده و پـس        طور خلاصه، سلول   به. نداستخراج شد 
  از .  سوسپانـسيون شـدند  PBS، ميكروليتـر  200از شستـشو در  
  .  ســلول استحــصال شــد3-4×106  حــدودT75هــر فلاســك 

ميكروليتــر  40 و (Binding) اتــصالي  بــافر ميكروليتــر200
ــاز  ــد و  Kپروتئين ــزوده ش ــاي  10 اف ــه در دم ــه  70 دقيق درج

 ايزوپروپـانول    ميكروليتـر  100سـپس   . ه شـدند  انكوبگراد   سانتي
فيلتـر  . شـد اضافه شده و به فيلتر تيوب منتقل شد و سانتريفوژ           

 مرحلـه بـا بـافر       2 و   ممانعـت كننـده   تيوب يك مرحله با بـافر       
  الوشـن  بافرميكروليتر   50 نهايت    در .شستشو، شستشو داده شد   

(Elution)     د و بـدين ترتيـب اسـتخراج       ش ـ اضافه و سانتريفوژ 
DNA  كيفيت  . انجام شدDNA       استخراج شده بـا الكتروفـورز 

 اســتخراج شــده DNAمقــدار . روي ژل آگــارز بررســي شــد
. گيـري شـد    انـدازه نـانومتر    260واسطه جذب در طول مـوج        هب

 استخراج شده از طريق نسبت جـذب در طـول           DNAخلوص  
  .سنجيده شد  نانومتر280به   نانومتر260موج 

  
  Sss1 و آنزيم سولفيت م بيسدي با DNAتيمار  -2-5

ــل از انجــام  ــا MSP ،DNAقب ــده ب ــتخراج ش  ســديم  اس
براي ايـن  . تيمار شد (Sodium Bisulfite: SBS) سولفيت بي

  بـــه )  ميكروگـــرم1حـــدود  (DNA  ميكروليتـــر10منظـــور 
 ميكروليتـر   5/5آب مقطر ديـونيزه اضـافه شـد و          ميكروليتر   40

NaOH 2ــولار بـ ـ ــزوده و ه م ــه 20 آن اف ــه  37در  دقيق درج
  هيـدروكينون  ميكروليتـر    30ترتيـب    بـه . انكوبه شـد  گراد   سانتي

ــي10 ــولار  ميل ــده و  م ــه ش ــازه تهي ــر520 ت ــديم  ميكروليت  س
  در تازه تهيه شده بـه تيـوب اضـافه شـد و           مولار   3 يتسولف بي

سپس . نهايت به كمك روغن معدني سطح محلول پوشانده شد        
 بـا   DNA. نكوبه شد اگراد   درجه سانتي  50 ساعت در دماي     16

 در ايـن مرحلـه      و از محلول اسـتخراج      Rocheاستفاده از كيت    
براي . دش انجام DNA روي (Desulfonation)دسولفوناسيون 

 مـولار بـه آن      3 هيدروكسيد سـديم  از  ميكروليتر   22اين منظور   
سـپس  .  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شـد       5مدت   اضافه شده و به   

DNA آمونيــوم رســوب كــرده و در  بــه روش اتــانول اســتات  
  .دشآب مقطر دو بار تقطير حل ميكروليتر  30

 Sss1عنوان كنترل مثبت از آنزيم        متيله به  DNAبراي تهيه   
 پيـشنهادي  برنامـه  براسـاس  New England Biolabsشركت 

 خـون   DNA  ميكروليتـر  6بدين منظور   ]. 18[كيت استفاده شد    
 -Sميكروليتـر    X10، 5/0بـافر   ميكروليتـر    10محيطي به همراه    
 با آب Sss1آنزيم ميكروليتر  2، مولار ميلي 32آدنوزيل متيونين 

مدت  مخلوط متيلاسيون به  .  رسيد  ميكروليتر 100مقطر به حجم    
سـپس  . انكوبـه شـد   گراد   درجه سانتي  37 ساعت در دماي     5/1

DNA           متيله با اسـتفاده از كيـت، اسـتخراج شـد  .DNA   متيلـه 
 (M) متيلـه    آغـازگر  بـا    MSPثبـت در    عنوان كنترل م   حاصل به 

  .شداستفاده 
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2-6- MSP  
MSP ــا اســتفاده از ــه آغازگر ب  و (M)هــاي اختــصاصي متيل

،  متيله و غيرمتيله هـستند     DNA كه قادر به تشخيص      (U)غيرمتيله  
 MSCsدست آمـده از      هاي به   استخراج شده از نمونه    DNAروي  

ــا داروي 21 و 14، 7، 0در روزهــاي  ــدرونيكزو تيمــار شــده ب    ل
طراحــي . انجــام شــد (Triplicate)گانــه  صــورت ســه اســيد، بــه

   صورت Methprimer بر خطافزار  ها با استفاده از نرمآغازگر

هاي مورد استفاده براي تشخيص متيلاسـيون       آغازگر]. 19[گرفت  
 محتوي بافر   PCRمخلوط واكنش   .  آورده شده است   1در جدول   

X10   مخلوط ،dNTP)     رهـا  آغازگ ،)مـولار  لـي  مي 25/1هر كـدام
 DMSO (Dimethyl، مولار  ميليMgCl2 2، ) ميكرومولار5/0(

Sulfoxide) 1-4ــد ــزيم  25/1،  درص ــد آن  Taq DNA واح

Polymerase (Fermentase) و DNA  ــا ــده ب ــار ش    SBS تيم
  .تهيه شدميكروليتر  25در حجم نهايي )  نانوگرم50(

  
  DLX5 و RUNX2 ژن U و Mرهاي آغازگ توالي 1جدول 

  

  )باز جفت(اندازه باند   توالي آغازگر  نام آغازگر  نام ژن
RUNX2MF TTTCGGAAATTGTATACGGCGC 
RUNX2MR AACAACGAATCTCGAACCTACG 93  
RUNX2UF GGTTTTGGAAATTGTATATGGTGT RUNX2  
RUNX2UR AAACAACAAATCTCAAACCTACA 96  
DLX5MF TTGGGGAATAAAGGTATACGTTATC 
DLX5MR ACATAACTTCTTAACGATAAACCGC 150  
DLX5UF GGGGAATAAAGGTATATGTTATTGG DLX5  
DLX5UR CATAACTTCTTAACAATAAACCACA 147  

  

         
  

   هاMSC )ب ، تمايز21هاي تمايز يافته استئوبلاستي تيمار شده با زولدرونيك اسيد در روز   سلول)الف قرمز؛آميزي آليزارين  رنگ 1شكل 
  

  ايجتن -3
آميزي آليزارين   ييد تمايز استئوبلاستيك با رنگ    أت -3-1

  قرمز
مي را كـه    يهاي كلـس    رسوب توده  قرمزآميزي آليزارين    رنگ

هـاي    در سـلول   ،شوند آميزي به رنگ قرمز ديده مي      در اين رنگ  
روز (تمايز يافته استئوبلاستي تيمار شده بـا زولـدرونيك اسـيد            

هـاي   ه رسوب تـوده مشاهد).  الف،1شكل (نشان داد  )  تمايز 21
در .  اسـت  MSCsييـدي بـر تمـايز استئوبلاسـتيك         أت كلسيمي

گونـه   آميزي منفي بودند و هـيچ       براي اين رنگ   MSCs كه حالي
  ). ب،1 شكل(ها مشاهده نشد  رسوب كلسيم در آن

  
 DLX5 و   RUNX2وضعيت متيلاسـيون     -3-2

 تيمار شـده بـا      MSCsدر تمايز استئوبلاستيك    
  زولدرونيك اسيد

 همانند  ژنتيكي اپيهاي   واسطه مكانيسم  ههاي متعددي ب  دارو
 هيستوني و غيره اعمـال اثـر        هاي پيرايشتغيير متيلاسيون ژنوم،    
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 و همكارانش نشان دادند كـه       (Piotrowska) پيتروسكا .كند مي
ــتاتين  ــوتيرات A (Trichostatin A)تريكواسـ ــديم بـ  ، سـ

(Sodium Butyrate) ،5-5)  داكسي سيتيدين2-آزا-Aza-2'-

deoxycytidine)منجــر بــه ژنتيكــي اپــي واســطه تغييــرات ه بــ 
هـاي    گلوكوكورتيكوئيـدي در بـدخيمي     α گيرنـده افزايش بيان   

 ميلوتينـوويچ ]. 20[شـوند     مـي  خود ايمـن  هاي   يماريخوني و ب  
(Milutinovic)   والپـروآت  و همكارانش نشان دادند كه داروي  

(Valproate)    لپـسي   در درمان اپـي (Epilepsy)      و ميگـرن بـا 
هاي خاص اعمـال     ها و متيلاسيون ژن    تغيير استيلاسيون هيستون  

نيك اسيد  از طرفي مكانيسم اثر داروي زولدرو     ]. 21[ كند اثر مي 
خـوبي شـناخته      هنوز بـه   MSCs تمايز استئوبلاستيك    يدر القا 

ــشده اســت  ــ . ن ــق ت ــن تحقي ــن اســاس در اي ــر اي ثير داروي أب
   RUNX2هـاي    زولدرونيك اسيد روي متيلاسيون پرومـوتر ژن      

در اين تحقيق مشخص شد كـه الگـوي         . شد ارزيابي   DLX5و  
 در طـــول تمـــايز DLX5 و RUNX2هـــاي  متيلاســـيون ژن

 تيمار شده با داروي زولـدرونيك اسـيد         MSCs وبلاستيكاستئ
. اسـت مـشابه    MSCsهاي تمايز يافته استئوبلاستي و       در سلول 

ــوتر ژن  ــه پروم ــو ناحي ــن الگ ــاي  در اي    DLX5 و RUNX2ه
ــد    ــرار دارن ــاقص ق ــيون ن ــعيت متيلاس ــايج . در وض    MSPنت

ــا  ــاي آغازگرب ــراي ژنU و Mه ــاي   ب    DLX5 و RUNX2ه
مثبـت بـود     MSCsيز يافتـه استئوبلاسـتي و       هاي تمـا   در سلول 

  ).2شكل (
  

                  
  

                   
  

 آغـازگر   RUNX2 ژن   )ب آغـازگر متيلـه؛      RUNX2ژن   )الـف ؛  DLX5 و   RUNX2هـاي    بـر روي ژن   ) غيرمتيله (Uو  ) متيله (Mرهاي  آغازگ با   MSP نتايج   2 شكل
 MSC )3سـتون    تيمار شده بعـد از يـك هفتـه،           MSC )2ستون   ، تيمار نشده  MSC )1 ستون ؛ آغازگر غيرمتيله  DLX5ژن   )د آغازگر متيله؛    DLX5 ژن   )جغيرمتيله؛  

 )8سـتون   ، تيمـار نـشده  DNA )7سـتون   ، كنترل مثبت )6ستون   ،Ladder مربوط به    )5ستون   ، تيمار شده بعد از سه هفته      MSC )4ستون   ،تيمار شده بعد از دو هفته     
 كنترل منفي

  

  بحث -4
. هاي استخواني، اسـتئوپورز اسـت      ترين بيماري  يكي از مهم  

واسطه كاهش توده استخواني و افزايش شـكنندگي         هاستئوپورز ب 
   درصـد   20 درصـد زنـان و       50. شـود  ها مشخص مـي    استخوان

  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

.  سال در معرض ابتلا به استئوپورز قـرار دارنـد          50مردان بالاي   
 ـ      هاي د  اين عارضه سالانه هزينه    خـود   هرماني بـسيار بـالايي را ب

 ـ    درمان. دهد اختصاص مي  واسـطه مهـار     ههاي رايج استئوپورز ب
هــا و  بازجــذب اســتخوان از طريــق مهــار تمــايز استئوكلاســت
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هـا تنهـا     گونـه درمـان    امـا ايـن   . گيـرد  ها صورت مـي    فعاليت آن 
توانند منابع اسـتخواني از     بازجذب استخوان را مهار كرده و نمي      

، داروهايي توسـعه پيـدا      از سوي ديگر  . ا احيا كنند  دست رفته ر  
ــرده ــتا ك ــر آن س ــسم اث ــه مكاني  ــ  ك ــا ب ــزايش   هه ــطه اف واس

بنـابراين  . هـا اسـت    سازي و مهار فعاليت استئوكلاست     استخوان
هـاي اثـر آن بـر        استفاده از اين گونه داروها و شناخت مكانيسم       

  .داردتمايز استئوبلاستي اهميت 
اي پيروفـسفاتي هـستند كـه بـه         ه ـ  هـا آنـالوگ     فسفونات  بي

 و مؤثر بـر   عنوان عواملي قوي      شوند و به    فسفات كلسيم باند مي   
 فـسفونات   كلودرونـات بـي   . كننـد   تجزيه اسـتخواني عمـل مـي      

(Clodronate Bisphosphonates)ــ ــسل اول ة غيرنيتروژن  ن
ــت ــي. اس ــاير ب ــسفونات س ــارت ف ــا عب ــدرونات ه ــد از پامي  ان

(Pamidronate)ــدرونات ــدرونات(Alendronate) ، آلن  ، ايبان
(Ibandronate)ريزدرونــات ، (Risedronate) و زولــدرونيك 

 اسيد كه در بين اين عوامل، زولدرونيك اسيد نـسبت بـه سـاير             
اسيد زولدرونيك يك اسـيد بـي فـسفونات        . تراست  عوامل قوي 

 -2- هيدروكــسي-1منوهيــدرات اســت كــه بــه نــام شــيميايي 
مكانيـسم  ]. 22[ شـود  اخته مي شنفسفونواتيل  -يل-1-ايميدازول

هـا ايـن بـود كـه         فـسفونات  اوليه شناخته شده براي عملكرد بي     
اسـتخوان تجمـع   كاني شـده   زيستها در ماتريكس   فسفونات بي
هـا مقـاوم     را در مقابل تجزيه توسط استئوكلاست      يابند و آن   مي
لكولي و سلولي اين دارو بـر       و م آثاراما با گذشت زمان     . كنند مي

دار،  هـاي نيتـروژن    فـسفونات  بـي . ها مشخص شـد    ستاستئوكلا
ها در مهـار     مكانيسم اثر منحصر به فردي دارند كه به توانايي آن         

]. 26-23[ شود  مربوط مي  (Mevalonate)مسير سنتز موالونات    
هــاي  بــرخلاف داروهــاي نــسل اول ايــن رده كــه بــه آنــالوگ 

ــابوليزه مــي  ــري فــسفات مت ــوزين ت شــوند،  سيتوتوكــسيك آدن
 دار، فعاليت فارنسيل دي فسفات سنتاز      هاي نيتروژن  فسفونات بي

(Farnesyl Diphosphate Synthase)    را كـه آنـزيم كليـدي 
مـسير موالونـات مـسئول      . كنـد  مسير موالونات است، مهار مـي     

هـا و ليپيـدهاي ايزوپرنوئيـد        بيوسنتز كلـسترول، سـاير اسـترول      
ــت ــيون    . اس ــراي پرنيلاس ــر ب ــات اخي  (Prenylation)تركيب
. اســت هــا مــورد نيــاز GTPaseهــاي كوچــك هماننــد  آنــزيم

ايـن  . دشـو  ها مي  ها منجر به فعال شدن آن      پرنيلاسيون اين آنزيم  
ــزيم ــراي      آن ــه ب ــلولي را ك ــل س ــدد داخ ــدهاي متع ــا فراين ه
ها ضروري هـستند    استئوكلاستي، عملكرد و بقا  شناسي ريخت

هـايي   اين فراينـدها شـامل پاسـخ بـه محـرك          . كند را تنظيم مي  
مـرگ  خـوردگي غـشايي و       همانند نظم اسكلت سـلولي، چـين      

در ]. 28،  27[شـود     مـي  (Apoptosis)ريزي شده سلولي     برنامه
توقف  آثارها مختل شده و منجر به        نتيجه عملكرد استئوكلاست  

ريزي شده   مرگ برنامه  نهايت    در شود و   مي رشد و تكثير سلولي   
  ].24 [كند ها القا مي  را در استئوكلاستسلولي

زولــدرونيك اســيد داراي دومــين اتــم نيتــروژن در حلقــه  
حـال   فسفونات شناخته شده تا به     ترين بي  ايميدازول بوده و قوي   

هـاي اسـكلتي در      اين دارو براي پيـشگيري از شكـستگي       . است
 مجـوز   FDA،  2007در سـال    . شود ميبيماران مختلف استفاده    

در زنـان يائـسه را       درمـان اسـتئوپورز      براياستفاده از اين دارو     
ــرد  ــادر ك ــي  . ص ــسيل و ويژگ ــيد پتان ــدرونيك اس ــاي  زول ه

. هـا دارد   فـسفونات  فارماكولوژيك بالاتري نسبت بـه سـاير بـي        
هاي اثر متعددي را براي زولدرونيك       تحقيقات مختلف مكانيسم  

 مهار  عبارتند از  كه   ستا ها عنوان كرده   اسيد روي استئوكلاست  
ها بـه موضـع    خواني استئوكلاستها، مهار فرا   بلوغ استئوكلاست 

، ]29[هـاي بـالغ      بازجذب استخوان، مهار عملكرد استئوكلاست    
 :Interleukin 1) 1اينترلوكين ها همانند  كاهش توليد سيتوكين

IL-1)   متوقـف كننـده رشـد و       (  توموري مـستقيم   ضد، فعاليت
، مهـار انتـشار، تهـاجم و        ]32-30 [)كشي سلول و   تكثير سلولي 

  ].33[هاي توموري  اتريكس استخواني سلولچسبندگي به م
 كه زولدرونيك اسيد عـلاوه      ستا تحقيقات اخير نشان داده   

بـه   MSCsتوانـد منجـر بـه تمـايز          ها، مي   استئوكلاست  مهار بر
 و MSCsها شود ولي مكانيـسم اثـر ايـن دارو بـر         استئوبلاست

ــه استئوبلاســت ــا ب ــشده اســت  ه ــناخته ن ــوبي ش ــصرف . خ م
ها را بـه شـدت كـاهش         يزان شكستگي مهره  زولدرونيك اسيد م  

تحقيقات ]. 10[بخشد   ها را بهبود مي     استخوان چگاليدهد و    مي
ــشان داد ــه ن ــت ك ــان ژنه اس ــتئوژنيك   بي ــاخص اس ــاي ش  ه

(Osteogenic Index)همانند استئوكلسين  (Osteocalcin) و 
 بـه دوز داروي زولـدرنيك اسـيد         (Osteopontin) استئوپونتين
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كه با كاهش دوز داروي زولدرونيك اسـيد         طوري ه ب ؛بستگي دارد 
بيان استئوكلـسين و اسـتئوپونتين در طـول تمـايز استئوبلاسـتيك             

تحقيق ديگـري نـشان داد زولـدرونيك        ]. 34[كند   كاهش پيدا مي  
 اسـتخوان را  چگـالي رهاي ساخت و ساز استخواني و       نشانگاسيد  

ــا  ــاران بت ــمي -در بيم  ــ(Beta-Thalassemia) تالاس ــتلا ب ه  مب
درمان كوتاه مدت با زولدرونيك     ]. 35[بخشد   استئوپورز بهبود مي  

فيبروبلاستيك مغز اسـتخوان    يشتازهاي   استخواني و پ   چگالياسيد  
سلول  (Autologus Transplantation) گونه همرا بعد از پيوند 

  هـاي   زولـدرونيك اسـيد در غلظـت      ]. 36[ دهد بنيادي افزايش مي  
   براي مدت بـيش از      ط آزمايشگاهي  شراي  در ميكرومولار 50 و 20
ريـزي شـده     ي مرگ برنامه   ساعت منجر به مهار تكثير و القا       24

 تـا   3ثير ضرباني آن براي     أكه ت  در حالي . شود  مي MSC سلولي
  مـدت   و سـپس كـشت بـه      ميكرومـولار    5 ساعت در غلظـت      6
رهاي نـشانگ  هفته تحت شرايط اسـتئوژنيك منجـر بـه حفـظ             2

  ].11[ شود  ميhMSCاستئوژنيك در 
 بـــا داروي MSCsدر تحقيـــق حاضـــر پـــس از تيمـــار 

   RUNX2 وضـعيت متيلاسـيون پروموتـور        ،زولدرونيك اسـيد  
نتـايج  . شد ارزيابي   داروثير  أمنظور بررسي مكانيسم ت     به DLX5و  

نشان داد كه تيمار با زولدرونيك اسـيد هرچنـد موجـب تمـايز              
MSCs   موتـور  شود، وضعيت متيلاسيون پرو     به استئوبلاست مي

RUNX2   و DLX5       در طول تمايز استئوبلاسـتيك MSCs  را 
كه تحقيقات نشان داده اسـت كـه بيـان            در حالي  .دهد تغيير نمي 

بــرداري در طــول تمــايز استئوبلاســتي  ايــن فاكتورهــاي نــسخه

 كـه   نمايـانگر آن باشـد    توانـد     اين نتايج مي   ].1[يابد   افزايش مي 
 ژنتيكـي  اپـي هـاي    واسـطه مكانيـسم    داروي زولدرونيك اسيد به   

 MSCs متيلاسيون پروموتر منجر به تمايز استئوبلاستيك        ويژه به
  تمـايز  يمكانيسم اثر داروي زولدرونيك اسيد در القا      . شود نمي

MSCsهــاي  توانــد يــك مــسير مــستقل از متيلاســيون ژن  مــي
RUNX2   و DLX5 از طرفي، تحقيقات اخير نشان داده     .  باشد 

هـاي بنيـادي رويـاني       در سـلول   كه مهار مسير موالونـات       ستا
(Embryonic Stem Cells: ESC) قدرت خود بازسازي اين 

 Rho GTPaseواسطه مهار پرنيلاسـيون پـروتئين    هها را ب سلول
  دهـد كـه مهـار مـسير موالونـات           اين امر نشان مي   . كند مهار مي 

مهـار ايـن مـسير      ]. 37[با مهـار تكثيـر همـراه اسـت           ESCدر  
هاي پيشنهادي اثر داروي زولـدرونيك       نيسمتواند يكي از مكا    مي

  .اسيد باشد
  

   تشكر و قدرداني-5
شناسـي   نامـه دكتـري رشـته خـون        اين تحقيق حاصل پايان   

آزمايشگاهي و بانك خون است و بـا حمايـت مـالي دانـشكده              
از . علوم پزشـكي دانـشگاه تربيـت مـدرس انجـام شـده اسـت            

 ـ        Novartis نمايندگي شركت  دليـل   ه و آقـاي دكتـر جعفـري ب
ــ ــدرونيك اســيد و مركــز تحقيقــات ســلولي  أت مين داروي زول
دليل در اختيـار گذاشـتن   ه هاي بنيادي صارم ب  لكولي و سلول  وم

  .آزمايشگاه و بعضي مواد نهايت تشكر و قدرداني را داريم
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