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واسطه کاهش توده استخوانی و ه استئوپورز ب
50. شودها مشخص میافزایش شکنندگی استخوان

سال در 50درصد مردان بالاي 20درصد زنان و 
ه این عارض. معرض ابتلا به استئوپورز قرار دارند

خود به هاي درمانی بسیار بالایی را سالانه هزینه
ه ي رایج استئوپورز بن هادرما. دهداختصاص می

واسطه مهار بازجذب استخوان از طریق مهار تمایز 
اما . گیرداستئوکلاستها و فعالیت آنها صورت می

ها تنها بازجذب استخوان را مهار کرده و اینگونه درمان
. انی از دست رفته را احیا کنندتوانند منابع استخونمی

اند که مکانیسم در مقابل، داروهایی توسعه پیدا کرده
ازي و ـوان سـتخـش اسـزایـافيطهـواسه ر آنها بـاث
بنابراین شناخت .تسهاتئوکلاستـعالیت اسـهار فـم

به منظور استئوبلاستیدخیل در تمایزهايمکانیسم
.)4(اهد بودز اهمیت خوئحا،انجام تمایز موثر

یک مسیر سیگنالی پیچیده Wntمسیر سیگنالی 
هاي ترشحی غنی از سیستئین متشکل از گلیکوپروتئین

سلولی از قبیل هاي مختلف که در فراینداست
دن ـشرطانیـ، سلولیـکثیر سـتومایز ـریوژنز، تـپام
فاي نقش ـلولی ایـرنوشت سـوپتوز و سـها، آپلولـس

در پستانداران Wntوع پروتئین ـن19حدود . کندمی
ها به گیرنده ونئشناسایی شده است که این پروتی

چندین آبشار واستکمک گیرنده خود متصل شده
تا کنون دو . کنندرسان داخل سلولی را فعال میپیام

Wnt/ β)ونیکالـکانگنالی ـسیر سیـوع مـن -catenin)

سیر ـر مد. دـاندهـشرفی ـعـکال مـونیـیرکانـغو 
کمپلکس ، Wntولکول ـیاب مـدر غو کال ـونیـکان

و ) GSK3b(گلیکوژن سنتتاز کینازمتشکل ازپروتئینی 
Adenomatous Polyposis Coli (APC)ب ـبـس

β-cateninو axinتن ـن رفـیون و از بیـسفریلاسـف

،Wntدر حالی که در حضور لیگاند . شودمی
β-cateninلولی ـل سـدي داخهاي کلیکه از مولکول

رود و یـته مـسـه هـده و بـدار شـایـپ،است
یـسـویـاي رونـورهـتـاکـا فـهایت بـندر

TCF/LEFسی ـویـو روندهدیـمکیل ـهترودایمر تش
).5- 7(کندم میـنظیـرا تWntدف ـهاي هاز ژن

Wntنقش مهم مسیر سیگنالی ،هاي اخیردر سال

گیري بافت تئوژنز و شکلـنترل اسـونیکال در کـکان
Wntمسیر سیگنالی .  خص شده استـخوانی مشـاست

اي مایز ردهـاي در تژهـمیت ویـونیکال داراي اهـکان
وجه به دوز ـمی با تـزانشیـیادي مـهاي بنلولـس

به عنوان APCپروتئین . داردβ-cateninسیگنالینگ 
ایفاي نقشβ-cateninملکرد ـلی عـننده اصـنظیم کـت

با APCبیان ژن خاموشیدیده شده است که . کندمی
(small interfering RNA)گرمداخلهRNAاستفاده از 

دهی در اختصاصی این ژن می تواند سبب افزایش پیام
BMP/Smadو Wnt/β-cateninمسیرهاي سیگنالی 

APCکردن ژن knockdownالبته فرایند . گردد

).8(ستئوبلاستی گرددهار کامل تمایز اتواند سبب ممی
مایز ـند تـرایـی فـده است که طـده شـی دیـاز طرف

اده ازـتفـبا اسAPCان ژن ـهار بیـئوبلاستی، مـاست
MicroRNA (miR)تواند سبب افزایش سیگنالینگ می

Wnt کانونیکال از طریق پایدار سازيβ-catenin و در
). 9(جه القاي تمایز استئوبلاستی گرددنتی

نقش ،هاو هیستونDNAغییرات اپی ژنتیکی در ت
یکی از این مهمترین . دنمهمی در تنظیم بیان ژن دار

DNAمتیلاسیون ،تغییرات اپی ژنتیکی در پستانداران

است که بر روي نوکلئوتیدهاي سیتوزین که قبل از 
اند و بنام دي نوکلئوتید نوکلئوتید گوانین قرار گرفته

CpGوضعیت عموماً.گیردصورت می،معروفند
عیت ـو وض،انـیـزایش بـون با افـیلاسیـیپومتـه

. هیپرمتیلاسیون با کاهش یا خاموشی بیان همراه است
ایجاد DNAمتیلاسیون به علت اینکه تغییري در توالی 

پذیر است و در عین حال از سلولی برگشت،کندنمی
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متیلاسیون دي . رسدبه سلول دیگر به ارث می
هاي در ناحیه پروموتري برخی از ژنCpGد نوکلئوتی

Tumor Suppressorیا (TSGsروسرکوبگر توم Genes (
ژنوم یوکاریوتها، یک مکانیسم اصلی اپی ژنتیک رد

اضافه شدن گروه . ستهادر غیرفعال شدن این ژن
تیل ـمDNAزیم ـط آنـوسـتCpGل روي ـتیـم

هگروي گیرد و دهندهصورت می) DMNT(ترانسفراز
خاموشی . باشدآدنوزیل متیونین می-S، مولکولمتیل

یندهایی ااي دخیل در فرهوابسته به متیلاسیون در ژن
، تنظیم چرخه سلولی، اتصالات و DNAترمیم مانند
دیده شده یسرطانهايسلولرسانی سلولی درپیام

با توجه به نقش مسیر کانونیکال در . )10(است
ها در بسیاري از سرطانسرطان، الگوي متیلاسیون آن 

به خصوص پس از آنکه مشخص ؛استبررسی شده
تنها دلیل تغییرات بیان ژن ،شد در مواردي از سرطانها

در سرطان ،براي مثال. تغییرات اپی ژنتیکی نقش دارد
باعث ایجاد نقص در APCهیپرمتیلاسیون ،پستان

. )11(دهی شده استمسیر سیگنال
این تحقیق یشگفت، هدف با توجه به مطالب پ

طی تمایز APCتعیین تغییر الگوي بیانی ژن 
هاي استئوبلاستی هاي بنیادي مزانشیمی به سلولسلول

در تغییر بیان ژنی از DNAو تعیین نقش متیلاسیون 
طریق ارتباط بیان این ژن با تغییر الگوي متیلاسیون در 

.  باشدمیپروموتر ژنی 

روش بررسی
هاي بنیادي مزانشیمی از خون لولجداسازي س

مغز استخوان
لیتر از مغز استخوان انسانی از اهدا میلی2حدود 

سالم از بخش پیوند مغز استخوان بیمارستان ي کننده
پارینه به ـوله هـک لـدر یوهیه گردید ـتریعتیـش

ا ـس بـسپ.دـتقل شـلولی منـشت سـایشگاه کـآزم

یاHBSS(عادلـکی متـمـول نـحلـمزفاده اـاست
(Hank's Balanced Salt Solutionها حجم نمونه

ml20،در یک فالکون دیگر. رسانده شدml25به
حاوي HBSSو بعد بافر ریخته شدمحلول فایکول 

30مدت ه بو دشبه آرامی به آن اضافه مغز استخوان 
آوري لایه جمعپس از. گردیددقیقه سانتریفیوژ 

آنرا به یک لوله ،HBSSبین فایکول و سلولی ما
بار 3پس ـسوکردهیگر منتقل دml50فالکون

لاكــپ. دـجام شـانHBSSبافر باشو ـستـش
تـشـط کـحیـمml25در،لـاصـولی حـلـس

DMEM-Low Glucose(Gibco)دـشت داده شـک.
ده ـزندـعیین درصـلولی و تـمارش سـبراي ش

یونـانسـوسپـساز µl10،هالسلو، )Viability(ودنـب
تریپان بلو مخلوط کرده و µl10سلولی حاصله را با

شمارش و میکروسکوپ نوريلام نئوباراستفاده ازبا
نتایج شمارش سلولی نشان . ه شدسلولی انجام داد

% 80ها حدود سلولبودنزندهداد که درصد می
ها به فلاسکبقیه محیط کشت حاوي سلول. باشدمی

oC37فلاسک به انکوباتور . منتقل گردید75Tکشت 
شستشو و تعویض محیط. شدمنتقل CO2% 5حاوي 

.دـشجام ـروز و در روزهاي زوج ان8به مدت 
دود ـبه حیـلولـس(Confluency)راکمـه تـانی کـزم
آوري ن جمعها پس از تریپسینه شدسلولید،ـرس% 70

و به فلاسکهاي کشت دیگري جهتشده
.منتقل شدند(Expansion)ثیرتک

فلوسیتومتري

نیادي ـاي بـهلولـارکرهاي سـررسی مـراي بـب
از ،یتومتريـلوسـوسط فـأیید آنها تـزانشیمی و تـم

هاي کشت داده شده در پاساژ دوم استفاده سلول
تریپسینه شده و بعد از ،MSCsهاي سلول. گردید

سلول 106و شمارش سلولی، حدود PBSشستشو با 
میکرولیتر از 100حل کرده و PBSلیتر در یک میلی
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10سپس. شدها منتقل سوسپانسیون سلولی به لوله
نژوگه شده با وبادیهاي مونوکلونال کمیکرولیتر از آنتی

(PE)یا فیکواریترین(FITC)فلورسین ایزوتیوسیانیت

به ,USA)(DAKO, Carpinteria, CAشرکت داکو
و یک ساعت روي یخ و در شداضافه هر میکروتیوب

% 2حاويPBSو سپس دو بار با گرفتتاریکی قرار 
BSAپلاك . گردیدسانتروفیوژ و سپسشستشو داده

سپسحل کرده و PBSیکرولیتر م100سلولی را در 
در این بررسی .آنالیز فلوسیتومتري انجام شد

با فلورسین CD34و CD44 ،CD13شاخصهاي 
و CD166 ،CD105هاي شاخصت و ایزوتیوسیانی

CD14 شده بودندبا فیکواریترین نشاندار.
هاي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست تمایز سلول

فلاسک% 30- 60ها حدود پس از اینکه سلول
T75،گردیدآغازها تمایز سلولرا پر کردند .

ها را لولـی سیت روـشحیط کـدین ترتیب که مـب
تیـتئوبلاسـزي اسـمایـط تـحیـه و مردـارج کـخ

امل محیطـشمایزيـحیط تـن مـای. دـافه شـاض
ا ـی، High Glu(Gibco:31966)DMEMتـکش

Dulbecco's Modified Eagle Mediumو
Dexamethasone(Sigma:D4902)1/0لظت ـبا غ

L-Ascorbic Acid 2-phosphateوولارـکرومـمی

Sesquimagnesium Saltو Hydrate(Sigma:A8960)

ویترـیلی لـرم در مـکروگـمی50لظت ـبا غ
β-Glycerophosphate Disodium Salt Hydrate

(Sigma:G9891)به همراه میکرومولار10ا غلظت ب
یاGibco:10270-106 ()FBS(محیط کشتدرصد10

(Fetal Bovine Serumبراي بررسی تغییرات.بود
3ي به مدت ر محیط تمایز، کشت دژنهابیانیالگوي

21و 14و 7ها در روزهاي هفته انجام شد و سلول
. تمایزي مورد بررسی قرار گرفتند

رنگ آمیزي آلیزارین رد
تئوبلاستی در ـبه رده اسMSCهاي ولـلـمایز سـت

21اي انجام شد و در نهایت در روز پلیت شش خانه
بدین . رفتآمیزي آلیزارین رد انجام گتمایزي، رنگ

سپس ترتیب که پلیت از انکوباتور خارج شد و
2پس ـس. گردیدستشو ـشPBSها دو بار با کـچاه
به عنوان ثابت کننده به هر % 40لیتر فرمالدهید میلی

دقیقه در دماي 10ها بعد از و سلولشدچاهک اضافه 
فرمالدهید ،در ادامه. ندگردیدها ثابتاتاق کف چاهک
PBSدو بار با ها مجدداًو چاهکرا خارج کرده 

% 1آلیزارین رد لیتر از محلول میلی2شدند و شستشو
دقیقه در دماي اتاق 30را به هر چاهک اضافه کرده و 

ها با آب مقطر شستشو سپس چاهک. شددارينگه
و در زیر میکرسکوپ نوري، رنگ گرفتن ه شدداد

نیادي هاي بهاي استئوبلاستی در مقایسه با سلولسلول
.مزانشیمی تمایز نیافته مقایسه شد

DNAاستخراج 

در هاي استئوبلاستی را و سلولMSCهاي سلول
تمایزي توسط تریپسین از کف 21و 14و 7روزهاي 

شستشو PBSفلاسک جدا کرده و سپس با استفاده از 
بر فیوژ، پلاك سلولی راو بعد از سانتریشد داده 

Rocheرکت ـشیتـروتکل کـاس پـاس

Science, Vilvoorde, Belgium)(Roche Applied

در .درآمدمحلول به صورت PBSمیکرولیتر 200در 
40و Binding Bufferمیکرولیتر از 200ادامه،

70و در شدرا روي آن اضافه Kمیکرولیتر پروتئیناز 
و گردیددقیقه انکوبه 10درجه سانتیگراد به مدت 

تر ایزوپروپانل روي آن ریخته و میکرولی100سپس 
و شداین مخلوط روي ستون برده. مخلوط گردید

Inhibitorمیکرولیتر 500بعد از سانتریفیوژ، مقدار 

Bufferو یک دقیقه در به آن اضافه گردیدg8000
میکرولیتر از بافر500سانتریفیوژ کرده و سپس با 

در . عمل شستشو دو بار انجام شد،مخصوص شستشو
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که از قبل Elution Bufferمیکرولیتر از 200نهایت 
داده شدروي ستون ریخته و شستشو بود گرم شده 

.دست آیده به صورت محلول بDNAتا 
DNAکردن ایدسولفبی

40بهDNAنمونهمیکرولیتر10مرحله اولدر 
5/1آب مقطر دیونیزه در یک میکروتیوب میکرولیتر
مولار به آن NaOH2میکرولیتر 5/5س سپ. اضافه شد
این مرحله . شدانکوبه C̊37دقیقه در 15افزوده و 

براي عمل . شودمیDNAاي شدن باعث تک رشته
.تـته لازم اسـک رشـتDNA،ایدـولفـسدیم بیـس

میلی مولار 10میکرولیتر هیدروکینون30بنابراین،
هیدروکینون یک آنتی. شدتازه تهیه شده اضافه 

اکسیدان است که از اکسیداسیون اشکال حد واسط 
.کندسولفاید جلوگیري میایجاد شده طی واکنش بی

مولار به 3سولفاید میکرولیتر سدیم بی520سپس
به کمک روغن معدنی در ادامه. دگردیتیوب اضافه 

فیلم درنوار پاراه کمکسطح محلول را پوشانده و ب
ت انکوباسیون ساع16سپس. محکم شدمیکروتیوب 

عمل سولفوناسیون جهت انجام C̊50در بن ماري 
روغن موجود در سطح در مرحله دوم.انجام گرفت

ه و دور شدمحلول به آرامی به کمک سمپلر جدا 
شرکتبا استفاده از کیتDNA.ه شدریخت
,Qiagen Kit, QIAGEN, Valencia, CA)نکیاژ USA)

NaOHولیتر از میکر15/5.دشاز محلول استخراج

دقیقه در دماي اتاق انکوبه 5شده و مولار اضافه 3
این مرحله با انجام دسولفوناسیون، تبدیل . شد

3.کندشیمیایی سیتوزین به یوراسیل را کامل می
10میکرولیتر استات آمونیوم 51میکرولیتر گلیکوژن و 

سرد به نمونه اضافه % 100حجم اتانول 3مولار و 
این مرحله . شدانکوبه - C20̊اعت در و دو سشده

نمونه را با دور .لازم استDNAبراي رسوب دادن 
g16000 ̊در دمايC4 ه دقیقه سانتریفوژ کرد30براي

مایع رویی تخلیه .ندته میکروتیوب رسوب کDNAتا
اًمجدد.دگردیاضافه % 70میکرولیتر الکل 400ه وشد

دقیقه نمونه 30براي C6̊با سرعت ماکزیمم در دماي 
زیر هود در شده ومایع رویی تخلیه .شدسانتریفوژ 

دقیقه باز 5میکروتیوب را براي مدت کوتاهی حدود 
تا قطرات آب و الکل باقی مانده کاملاً ه شدگذاشت

میکرولیتر آب 30به تیوب در نهایت .خشک شوند
اي و حاصل تک رشتهDNA.شدمقطر دیونیزه اضافه 

- C20̊باید سریعاً آن را در وتبسیار حساس اس
.کردذخیره 
)(PCRاي پلیمرازنش زنجیرهواک

PCRروش تکثیرDNAوسیله آن که باست
توان از قسمت خاصی از ژنوم به طور اختصاصی می

PCRهر سیکل. نسخه تهیه کرد106- 109و انتخابی

، اتصال (Denaturation)شامل مراحل واسرشت سازي
(Extension)ل شدنـویـو ط(Annealing)رهاـازگـآغ

کول دو ـمول،ازيـسرشتـله واسـدر مرح. است
له ـرحـده و در مـم باز شـگو از هـاي التهـرش

ه جایگاههاي اختصاصی پرایمرها ب،اتصال آغازگرها
زیم ـآن،ازيـویل سـطرحلهـند و در مدخود متصل ش

Taq5'-- <3'هت ـجدروتیدها را ـنوکلئ، پلیمراز
یاMSP(دازيـراي راه انـب.کندیـمریزهـلیمـپ

(Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction

استاندارد براي یافتن دماي PCRابتدا شرایط یک 
گرادیان دما از ،پرایمرهاTmتوجه به اتصال اپتیمم با

در نهایت .در نظر گرفته شدگراددرجه سانتی62- 58
روي گراد باند اختصاصی درجه سانتی59در دماي 
آمیزي اتیدیم برماید برده شد و با رنگ% 3/1ژل آگارز 

. مشاهده گردید
با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی متیله و PCRانجام 

ها در استخراج شده از سلولDNAغیرمتیله روي 
تمایز استئوبلاستی بدین 21و 14و 7و 0روزهاي 
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هاي بنیادي مزانشیمی و مراحل سلولDNAرويسولفاید از انجام مرحله تیمار بیصورت بود که بعد
جهت انجام DNAمختلف تمایز استئوبلاستی، از این 

PCRنمونه آزمایش،در این . استفاده گردیدDNA

اي خون محیطی به هستههاي لوکوسیتی تکسلول

هاي لاین سلولی عنوان کنترل مثبت غیرمتیله و سلول
MKN-45به عنوان کنترل مثبت متیله استفاده شد .

APCژن MSPپرایمرهاي مورد استفاده جهت انجام : 1جدول

Gene Primer Forward Reverse Size

APC M TATTGCGGAGTGCGGGTC TCGACGAACTCCCGACGA 100

U GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT CCAATCAACAAACTCCCAACAA 110

توالی پرایمرهاي مورد استفاده جهت به 1جدول 
طراحی پرایمرهاي مذکور با .اشاره داردMSPانجام 

.انجام گردیدMethPrimerاستفاده از نرم افزار 
جهت بررسی کمی میزانReal time PCRانجام 
Wntمسیر بیان ژن 

ک ـکنیـاز تAPCان ژن ـیـررسی بـهت بـج
Quantitative real-time PCRدر ابتدا . تفاده شداس

، استئوبلاستیتمایز21و 14و 7و 0هاي در روز
شسته شده و در نهایت PBSآوري و با ها جمعسلول

ستخراج اکیت ها به کمکسلولRNAاستخراج مراحل
RNA(RNeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia,CA) انجام

1×106، از حدود RNAبه منظور استخراج . گرفت

با cDNAسپس سنتز مولکول . اده شدسلول استف
RT-PCR(Fermentas, Lithuania)استفاده از تکنیک 

در ادامه . هاي استخراج شده انجام گرفتRNAروي 
SYBRاز روش APCبه منظور بررسی کمی بیان ژن 

green real-time PCR (Qiagen Kit, Valencia,CA)

ورد ـمرایمرهايـوالی پـت1دولـدر ج. فاده شدـاست
و APCهاي ژنReal-time PCRاستفاده در انجام 

HPRTپرایمرهاي مذکور با . نشان داده شده است
به منظور . طراحی گردیدPrimer3افزار استفاده از نرم

به HPRTاز ژن ،دهـت آمـدسه ـنرمالیز کردن نتایج ب
Housekeepingنوان یک ـع Geneاستفاده شد.

HPRTوAPCهايژنReal time PCRانجامجهتاستفادهوردمپرایمرهاي: 2جدول

Primer Forward Reverse Size

APC GCAACTGGGTCTGACATGAACA TGAGCATGGCAAAGTCTGATTATAC 91

HPRT TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 94

هاي ی بیان شاخصجهت بررسRT-PCRانجام 
(Osteocalcin)ستئوکلسیناو (ALP)آلکالین فسفاتاز

هاي براي بررسی بیان شاخصRT-PCRآزمون 
استخراج DNAالکالین فسفاتاز واستئوکلسین بر روي 

هاي بنیادي سلولهاي استئوبلاستی وشده از سلول
هدف این آزمون تایید تمایز . مزانشیمی انجام  گرفت

لین هاي آلکااستئوبلاستی است که در آن بیان شاخص
هاي فسفاتار و استئوکلسین به ترتیب به عنوان شاخص
هاي ابتدایی و انتهایی تمایز استئوبلاستی، در سلول

هاي بنیادي مزانشیمی استئوبلاستی در مقایسه با سلول
.)12(گرددبررسی می

546



انو همکاررجاء الحذیفی

1394بهمن و اسفند  6شماره 9دوره ) پیاورد سلامت(کی دانشگاه علوم پزشکی تهران مجله دانشکده پیراپزش

ژن هاي آلکالین فسفاتاز و استئوکلسینMSPپرایمرهاي مورد استفاده جهت انجام : 3جدول
Primer Forward Reverse Size

ALP GCA CCT GCC TTA CTA ACT C AGA CAC CCA TCC CAT CTC 161
Osteocalcin TCA CAC TCC TCG CCC TAT TGG GAT GTG GTC AGC CAA CTC GTC A 260

با استفاده -PCRRTپرایمرهاي مذکور جهت انجام 
.طراحی گردیدPrimer3افزار از نرم

CTدست آمده بر اساس روش ه نسبی بمقادیر

2بوده و با استفاده از فرمول  –∆∆CT گردیدمحاسبه .
فاده از ـتـیز با اسـاري نـحلیل آمـزیه و تـجـت

و با SPSSو Microsoft® Excel 2010افزارنرم
همچنین نتایج . انجام گرفتT-testاستفاده از آزمون 

(SD±)تنمونه متفاو3آمده حاصل تکرار دسته ب

دار معنی>05/0pاز نظر آماري نیز مقدار . باشندمی
.   شودمحسوب می

یافته ها
نتایج حاصل از فلوسیتومتري

بیان ي نتایج حاصل از فلوسیتومتري نشان دهنده
هاي بنیادي مزانشیمی هاي اختصاصی سلولشاخص

باشد و این هاي جدا شده از مغز استخوان میدر سلول
و MSCsهاي اییدکننده کیفیت جداسازي سلولت

طور که همان. استهاي هماتوپوئیتیک حذف سلول
ها از نظر بیان د این سلولشومشاهده می1در شکل 

اما هستند،منفی CD14و CD34هاي ژنآنتی
را CD105و CD44 ،CD166 ،CD13هاي شاخص
به CD14و CD34هاي بیان شاخص. کنندبیان می

بوده، در حالی که بیان % 68/0و % 05/1یب ترت
به CD105و CD44 ،CD166 ،CD13هاي شاخص
. دنباشمی% 13/80و % 86/90، %19/99، 74/93ترتیب 

نتایج حاصل از فلوسیتومتري جهت بیان شاخص هاي اختصاصی سلول هاي بنیادي مزانشیمی در سلول هاي :1شکل 
B،Cنشان دهنده اندازه و گرانولیتی سلول هاي آنالیز شده است و بخش هاي Aبخش . جدا شده از مغز استخوان

، CD44به ترتیب نشان دهنده بیان شاخص هاي Jتا Eبخش هاي . نشان دهنده کنترل منفی هستندDو
CD166 ،CD 13 ،CD105 ،CD34 وCD14باشندمی
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نتایج حاصل از تمایز استئوبلاستی
حیط تمایزي استئوبلاستی، ـدن مرـکار به ـبا ب
هاي استئوبلاستی هاي بنیادي مزانشیمی به سلولسلول

21و 14و 7تمایز داده شدند و سپس در روزهاي 
آمیزي  نتیجه رنگ. ها انجام گرفتآوري سلولجمع

ها رسوب کلسیم در سلولي دهندهآلیزارین رد نشان
بلاستیتمایز استوي تاییدکنندهآزمایشبوده و این 

شود مشاهده می2طور که در شکل همان. است
مایز ـننده تـاییدکـده تـسیم مشاهده شـوب کلـرس

.باشدهاي مزانشیمی به سمت استئوبلاست میسلول

رسوب مشاهده شده مربوط به کلسیم در سلول هاي . رنگ آمیري آلیزارین رد سلول هاي استئوبلاستی: 2شکل 
ز تمایز می باشدرو21استئوبلاستی طی 

هاي آلکالین ژنRT-PCRنتایج حاصل از 
فسفاتاز و استئوکلسین

مزانشیمی بهبنیاديهايسلولتمایزتاییدبراي
آلیزارینآمیزيرنگبرعلاوهاستئوبلاستهايسلول

استفادهنیزاستئوبلاستیردهاختصاصیمارکرهاياز
تمایزاولیههايشاخصازفسفاتازآلکالین. شد

انتهاییهايشاخصازاستئوکلسینواستئوبلاستی

برايشاخصدواینو ازهستنداستئوبلاستیتمایز
نتایج. گرددمیاستفادهاستئوبلاستیتمایزبررسی

سفاتاز و ـین فـکالـاي آلـهژنRT-PCRل از ـاصـح
این. ودـشیـمشاهدهـم3کلـشدرینـتئوکلسـاس

درشده،بیاناستئوبلاستیهايسلولدرهاشاخص
شود نمیبیانمزانشیمیبنیاديهايسلولدرکهحالی
.باشدمیاستئوبلاستیتمایزيتاییدکنندهامرو این

اندازه باند آلکالین فسفاتاز که : الف. نتایج حاصل از بیان شاخص هاي اختصاصی تمایز استئوبلاستی: 3شکل 
bp161دازه باند استئوکلسین که ان: ب. می باشدbp260می باشد
کنترل منفی: L :Ladder 100Nتمایز استئوبلاستی     21روز : 2تمایز نیافته     : MSC1سلول هاي بنیادي مزانشیمی یا

بالف
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MSCsهاي روي سلولMSPنتایج حاصل از 

و استئوبلاستها
ر دCpGمتیلاسیون جزایر ،در این مطالعه

یاMSP(کـکنیـمک تـبه کAPCر ژن ـروموتـپ
Methylation-Specific PCR( براي . شدبررسی

انجام مراحل PCRاندازي و تعیین شرایط مناسب راه

استخراج شده از خون DNAيآزمایش روي نمونه
،ندقرار گرفته بودسولفایدتیمار بیمحیطی که تحت 

MSPتکنیک اندازي نتایج حاصل از راه. انجام شد

آمده 4متیله در شکل وغیرمتیله APCبراي پرایمر
.است

تمایز نیافته و سلول هاي استئوبلاستی تمایز یافته با استفاده از MSCسلول هاي MSPنتایج حاصل از : 4شکل 
7و 0با پرایمرهاي متیله روي ژل آگارز در روزهاي MSPنتایج حاصل از : الف). U(و غیر متیله) M(پرایمرهاي متیله

تمایز استئوبلاستی 21و 14و 7همانگونه که مشاهده می شود باند متیله در روزهاي . تمایز استئوبلاستی21و 14و 
تیمار بی سولفیت شده خون محیطی به عنوان DNAدر اینجا از . وجود دارد) 0روز (تمایز نیافتهMSCو همچنین 

با MSPنتایج حاصل از : ب. مربوط به کنترل منفی می باشد-Cهمچنین ). +C(کنترل مثبت استفاده گردید
همانگونه که نشان داده شده . تمایز استئوبلاستی21و 14و 7و 0پرایمرهاي غیر متیله روي ژل آگارز در روزهاي 

. وجود دارد) 0روز (تمایز نیافتهMSCهمچنین تمایز استئوبلاستی و21و 14و 7است باند غیرمتیله در روزهاي 
مربوط به کنترل -Cو همچنین ) +C(به عنوان کنترل مثبتMKN-45تیمار بی سولفیت شده لاین سلولی 

منفی می باشد

در روزهاي APCنتایج حاصل از بیان ژن 
مختلف تمایز استئوبلاستی با استفاده از تکنیک 

Real time PCR

در APCحاصل از آنالیز کمی بیان ژن نتایج
با از تمایز استئوبلاست21و 14و 7و 0روزهاي 

Quantitative Realاستفاده از تکنیک  Time PCR در
با توجه به این نتایج، . نشان داده شده است5شکل 

از تمایز استئوبلاستی به 7کاهش بیان این ژن در روز 
0ر مقایسه با روز د204/0دار و به میزان طور معنی

این در حالی است ). >05/0p(مشاهده گردیدتمایزي 
تمایز 21و 14که این کاهش بیانی در روزهاي 
320/0و454/0استئوبلاستی به ترتیب به میزان 

.دار نبودمشاهده شد که معنی

B

بالف

549



.. …هايسلولبه دنبال تمایز APCي متیلاسیون و بیان ژن بررسی الگو

1394بهمن و  اسفند  6شماره 9دوره ) پیاورد سلامت(مجله دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران 

با استفاده از تکنیکلیبه عنوان کنترل داخHPRTدر مقابل ژن APCنتایج بررسی کمی بیان ژن :5شکل 
Real-time PCRمحور عمودي بیانگر افزایش نسبی بیان ژنی در مقایسه با گروه .در گروه هاي مورد مطالعه

می باشدHPRTپس از نرمالیز کردن با بیان ژنی (MSC)کنترل
*05/0p< در مقابل سلول هاي گروهMSCباشدمی

بحث 
اهمیت يدهندهاننتایج حاصل از این تحقیق نش

در کنترل تمایز استئوبلاستی از طریق اثر APCنقش 
به عنوان APCژن . می باشدWntبر مسیر سیگنالی 

β-cateninیک ژن سرکوبگر تومور از طریق اتصال به 

سبب تخریب این مولکول و در نتیجه کاهش 
نشان حاضر در تحقیق ). 9(گرددمیWntرسانی پیام

یز استئوبلاستی، میزان بیان ژن داده شد که طی تما
APCتواند سبب افزایش یابد که این میکاهش می

رسانی و در نتیجه افزایش پیامβ-cateninپایداري 
هاي بیشتر روي بیان ژنبررسی. گرددWntمسیر 

β-cateninتواند مؤید نوع طی تمایز استئوبلاستی می
Wntدر مسیر سیگنالی APCو β-cateninارتباط 

در APCتحقیقات مختلف حاکی از نقش ژن . باشد
. باشندمیWntدر مسیر سیگنالی β-cateninبازگردش 

خط APCمشخص شده است که سرکوب بیان ژن 
هاي بنیادي مزانشیمی مربوط به سلولKS483سلولی 

زـریر ـه گـلـداخـمRNAط ـوسـی تـوشـم
(Small Interfering RNA) اختصاصی علیه ژن

APC ،رسانی دو مسیر تواند سبب افزایش پیاممی
گردد و در BMP/Smadو Wnt/β-cateninسیگنالی 

هار کامل تمایز استوبلاستی عین حال این کار سبب م
نشان داده شده است حاضرتحقیقالبته در. شود

از طریق افزودن BMPکه القاي مسیر سیگنالی 
به محیط کشت تمایز BMP-7هاي بالاي غلظت

مایز ـهار تـبر ملبهـبب غـتواند سیـتئوبلاستی مـاس
).4(استئوبلاستی گردد

در مطالعات دیگر نیز به بررسی نقش فاکتورهاي 
رونویسی مختلف طی تمایز استئوبلاستی پرداخته 

در یک مطالعه به بررسی اهمیت . شده است
در تمایز استئوبلاستی در RUNX2فاکتور رونویسی 

ید ـاوي اسـیک حـوژنـتئـت اسـط کشـحیـم
. پرداخته شده است(Zoledronic Acid)زولدرونیک

* 454/0
32/0

204/0

1

550



انو همکاررجاء الحذیفی

1394بهمن و اسفند  6شماره 9دوره ) پیاورد سلامت(کی دانشگاه علوم پزشکی تهران مجله دانشکده پیراپزش

دار بیان اسید زولدرونیک می تواند سبب افزایش معنی
RUNX2 12(هفته اول تمایز استئوبلاستی گردددر .(

ریکه مساستشده دیگري نیز گزارش يمطالعهدر
Wntبافت استخوان سالم تراکمشیدر افزاکالیکانون

در حقیقت. داردیدر درمان نقش اساسنیهمچنو 
LRP5که به نقص در عملکرد رسپتور ییهاونیموتاس

نوعي استئوپنیا یاماریببروزباعث،شدیمنجر م
کهی است در حالاین .شودیمفامیلی استئوپروزیس

،گرداندیبرمارسپتور رنیکه عملکرد ایونیموتاس
در همچنین . شودیمیاستخوانتراکمشیباعث افزا

Wntي هاستیتاگونـنآاز یکیاقد ـکه فییهاوشـم

)Secreted Frizzled Related Protein 1یا SFRP1(یعنی

تیاستئوبلاست و استئوسيهاپوپتوز سلولآهستند، 
و ریتکثریها نظاستئوبلاستتیفعالاما،ابدییمهشکا

).13(خواهد داشتشیترابکولار افزاتراکمو زیتما
ترانس ژن و يهاموشيبر روبیشترمطالعات
KnockoutریمسيهامولکوليبراWntرینظ

LRP-5/6،SFRP-1 ،Dickkopf-2و بتا نیو اکس
در اکثر جنبهکالیکانونریکه مسکردمشخص نیکاتن

و زی، تماریتکث:ریها نظاستئوبلاستیکیولوژیزیفهاي 
لـیختوز دـوپـو آپیخوانـاستکسیرـماتلیشکـت

).14(تاس
يگرهایانجیگزارش شد که م2009در سال 

به طور ،دنهستSFRP-1,2که شامل Wntریمس
د و با نشویمانیدر مغز استخوان بیاختصاص
نیادیمشخص گردیمیتوشیمونوسیاهايآزمایش
SFRP1بیان ژن.اندشدهانیها بدر استئوبلاستعوامل 

هاي لولـیمی به سـزانشـمهايلولـز سـمایـدر ت
). 15(دهدبرابر افزایش نشان می29استئوبلاستی تا 
به بررسی نقش متیلاسیون حاضردر مطالعه

در بیان این ژن طی تمایز APCپروموتر ژن 
دست آمده حاکی ه نتایج ب. استئوبلاستی پرداخته شد

هاي اول در هفتهAPCاز هایپرمتیلاسیون پروموتر ژن 
تمایز ) 21و 14و 7روزهاي (م و سومو دو

MSCهاي تمایز نیافته و در سلولاستئوبلاستی

APCاین در حالی است که کاهش بیان ژن . باشدمی

در روزهاي مختلف تمایز استئوبلاستی با وضعیت 
بنابراین، به . استهمراه APCمتیله در پروموتر ژن 

APCرسد که هایپرمتیلاسیون پروموتر ژن نظر می

نقش مهمی در کنترل بیان این ژن طی تمایز 
هاي همچنین با توجه به یافته. استئوبلاستی داشته باشد

هاي سایر مکانیسمدست آمده از این تحقیق احتمالاًه ب
اپی ژنتیکی از قبیل تغییرات اپی ژنتیکی هیستونی 

طی تمایز استئوبلاستی APCبتوانند در کنترل بیان ژن 
یک مطالعه مشخص شد که در. ایفاي نقش کنند

طی تمایز استئوبلاستی با ROR2افزایش بیان ژن 
21تا روز 8کاهش متیلاسیون پروموتر ژنی از روز 

دیگري نشان ي در مطالعه). 16(باشدتمایز همراه می
Osterix (OSX)داده شده است که افزایش بیان ژن

و 14ویژه در روزهاي ه طی تمایز استئوبلاستی و ب
یزي با وضعیت هیپومتیلاسیون پروموتر این ژن تما21

در تمامی روزهاي تمایزي بررسی شده شامل روزهاي 
هاي استئوبلاستی با به دنبال تیمار سلول21و 14و 7

علاوه بر ). 17(استداروي اسید زولدرونیک همراه 
طی BSPو RUNX2 ،DLXاین، ضمن افزایش بیان 

هاي لولـیمی به سشـیادي مزانـاي بنـهلولـمایز سـت
استئوبلاستی در محیط تمایزي استئوژنیک در محیط 

پروموتر آزمایشگاهی، تغییري در الگوي متیلاسیون 
).16و17(گرددژن مذکور ایجاد نمی

هاي تغییرات اپی ژنتیکی دیگر از طریق مولکول
miRتوانند در تمایز استئوبلاستی ایفاي نیز می

ف حاکی از نقش افزایش مطالعات مختل. نقش کنند
در سرکوب بیان miRهاي بیان برخی از مولکول

و القاي Wntهاي آنتاگونیست مسیر سیگنالی مولکول
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miR-142-3pافزایش بیان .باشدتمایز استئوبلاستی می

سبب کاهش بیان hFOB1در خط سلولی مزانشیمی 
β-cateninو در نتیجه افزایش بیان ژن APCژن 

فعال شده و Wntدنبال آن مسیر سیگنالی به . گرددمی
همچنین مهار.گرددتمایز استئوبلاستی القا می

miR-142-3p به عنوان هدف مستقیم ژنAPC سبب
در ). 9(خواهد شدسرکوب تمایز استئوبلاستی 

در miR-218دیگري نیز به نقش افزایش بیان يمطالعه
Sclerostinهايسرکوب بیان ژن (SOST) ،Dickkopf2

(DKK2) وSecreted Frizzled-Related Protein2

(SFRP2)هاي مسیر سیگنالی به عنوان آنتاگونیست
Wntگردد، که سبب تحریک تمایز استئوبلاستی می

).  18(اشاره شده است

گیرينتیجه
حاکی از از پژوهش حاضر دست آمده ه نتایج ب

از تمایز 7در روزAPCدار بیان ژن کاهش معنی
این در حالی است که کاهش باشد؛استئوبلاستی می

تمایز استئوبلاستی 21و14بیان این ژن در روزهاي 
رسد نقش به نظر می،نابراینب). P>05/0(دار نبودمعنی

تمایز استئوبلاستی 7کاهشی بیان این ژن در روز 
براي ورود به β-cateninبتواند موجب پایداري بالاي 

در نتیجه با توجه . نویسی گرددهسته جهت افزایش رو
طی تمایز استئوبلاستی و APCبه کاهش بیان ژن 

انطباق این وضعیت با هایپرمتیلاسیون پروموتر ژنی، 
اهمیت این نوع تغییرات اپی ژنتیکی در کنترل بیان 

ي دهندنتایج این مطالعه نشان. گرددژنی مشخص می
و 14و 7وجود وضعیت هایپرمتیلاسیون در روزهاي 

MSCهاي تمایز استئوبلاستی و همچنین در سلول21

هاي اپی ژنتیکی مؤثر در شناسایی مکانیسم.باشدمی
تغییر الگوي بیان فاکتورهاي رونویسی استئوبلاستی و 

گنالی تمایز ـسیرهاي سیـیل در مـیدي دخـهاي کلژن
کانونیکال Wntویژه مسیر سیگنالی ه استئوبلاستی ب

ي مؤثرتر تمایز استئوبلاستی به منظور تواند به القامی
. دسلول درمانی کمک کنها در استفاده از این سلول

به بررسی مطالعات بعديگردد که پیشنهاد میلذا 
در سطح پروتئین و در ارتباط با APCعملکردي ژن 

.پرداخته شودβ-cateninافزایش پایداري مولکول 

تشکر و قدردانی
ز پایان نامه کارشناسی ارشد این تحقیق مستخرج ا

وم پزشکی دانشگاه رشته هماتولوژي در دانشکده عل
همچنین . باشدیم2122245تربیت مدرس با کد 

کده ـژوهشـن پلائوـمکاري مسـیله از هـوسدینـب
تیک مولکولی ـشگاه ژنینیادي و آزماـهاي بلولـس

بیمارستان تخصصی و فوق تخصصی صارم قدردانی 
.ییمنماو تشکر می
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Abstract

Background and Aim: Different regulation processes have an effect on
osteoblastic differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs), and among them
Wnt signaling pathway is particularly desirable. In Wnt signaling pathway,
Adenomatous Polyposis Coli (APC) bind to β-catenin and induce its degradation,
thereby acting as a negative regulator of canonical Wnt pathway. In this study,
gene expression and DNA methylation of APC gene during osteoblastic
differentiation were determined.
Materials and Methods: In this experimental study, after the isolation of
MSCs, the induction of osteoblastic differentiation was done. To confirm
osteoblastic differentiation, alizarin red staining together with the expression of
Alkaline Phosphatase (ALP) and osteocalcin as specific osteoblastic markers was
performed. APC gene methylation status by MSP (Methylation Specific PCR) and
gene expression status of APC gene using Real-Time PCR technique during
different times were evaluated.
Results: The results of alizarin red staining and the expression of ALP and
osteocalcin confirmed osteoblastic differentiation. In addition, the results showed a
significant decrease in the expression of APC gene on the 7th day of osteoblastic
differentiation (P<0.05). Also, the results revealed hypermethylation status of APC
gene promoter during osteoblastic differentiation.
Conclusion: It seems that the decreased expression APC gene will play an
important role in Wnt signaling pathway regulation in different stages during
osteoblastic differentiation of bone marrow-derived MSC. Also, according to the
results, APC gene promoter methylation will play an important role in controlling
gene expression.
Key words: Osteoblastic Differentiation, APC Gene, Methylation
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