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که در روز کاهش يافت ايزوپرترنول  داروي با تيمار تحت  استئوبلاستي تمايز ۲۱ و ۴روزهاي  در و استئوکلسين RUNX2 هاي  بيان ژن:ها يافته

   ). >۰۵/۰P (دار بود معني اختلاف از نظر آماري  اينتمايز ۲۱
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 ـ باشـد  اعـصاب  ميتنظ تحت  مطالعـات مختلـف حـضور   ه ک

  را نـشان  ياسـتخوان  هاي سلول سطح در کيسمپات هاي نورون
 اسـتخوان  هـاي  سلول بر کيسمپات هاي نورون اثر. )۲(اند  داده

 ـآدرنرژ بتا هاي رندهيگ توسط عمده طور به  ـم کي  گـري  يانجي

 کيآدرنرژ بتا هاي رندهيگ مختلف حضور مطالعات در. شود يم
ــطح در ــت س ــاي استئوبلاس ــ ه ــا رده و يموش ــلوليه  ي س

  بتـا هـاي  رنـده يگ انيم در. ده استيبه اثبات رس ياستئوبلاست

 ها آن نيرت نفراوا ،ياستئوبلاست هاي سلول سطح بر کيآدرنرژ

 ـآدرنرژ بتـا  هـاي  رنـده يگ ).۳( استک يآدرنرژ ۲ -بتا  بـه  کي

 هفت بار گذر از غـشا  نيدوم با هاي نيپروتئ بزرگ ی خانواده

 بـه   شـونده متـصل  هـاي  نيپـروتئ  قي ـطر از کـه  دارنـد  تعلق

 ـنوکلئوت  انجـام  گناليس ـ انتقـال (G-Protein) ن يگـوان  دي

ک ي آدرنرژ۲-بتا ی رندهيگ يده گناليس ي احتمالريمس .ددهن يم
 ـ  وGSαشــدن  جفــت شـامل     ديــتول کلاز ويســ لاتيآدن

)Cyclic Adenosine Monophosphate(  cAMPتاينها و 

  فعالPKAباشد که  يم )A )PKAناز ين کي پروتئشدن فعال

 هـدف  هـاي  نيپروتئ شدن لهيفسفر باعث خود ی نوبه به شده

  ومختلـف  نازهـاي يک ،يسيرونو فاکتورهاي جمله از يمختلف
 ۲- بتـا  ی رنـده يگ خـود  جملـه  از سـلول  سـطح  هـاي  رندهيگ

  ).۴(شود  يم کيآدرنرژ
 مهـاري  اثـرات  بـا  کيسـمپات  يعـصب  ستميس تيفعال شيافزا

 اسـتخوان  دادن دسـت  از باعـث  هـا  بلاسـت استئو بر ميمستق

 ـ نـور  اسـتخوان،  بازسـازي  نيح ـ  در.شـود  يم  از نينفـر  ياپ

باعـث   اسـتخوان  بـر  ريتاث با و شده آزاد کيسمپات هاي نورون
 اسـتخوان  ليتـشک  مهار و) ۵و ۶( استخوان بازجذب شيافزا

 نقـش  دي ـجد اسـتخوان  ليتـشک  که آنجا  از.شود يم) ۳و ۷(

 باعـث  کـه  يعـوامل  نيبنـابرا  باشـد  یم ها استئوبلاست ياصل

 ـو  ياستئوبلاست ی رده ونيفراسيپرول شيافزا  زيتمـا  القـاي  اي
. شـوند  يم استخوان ليتشک شيافزا باعث شوند، ياستئوبلاست

هــا و اثــر   در استئوبلاســتکيــآدرنرژ ۲-بتــا ی رنــدهيگ انيــب
ــ بتــا آدرنرژی رنــدهيگ يهــا ستيــست و آنتاگونيــآگون در ک ي

ــشک ــتخوانيت ــ ل اس ــورتب ــده  In Vivoه ص ــرح کنن   مط
ــا ــه   ي ــت ک ــه اس ــن نکت ــمپاتيگناليس ــدهيگ ،کينگ س   ی رن

هـا مـورد هـدف قـرار         در سطح استئوبلاست  را  ک  ي آدرنرژ بتا
  ژنيک ـي ژنتيج، دسـتکار ين نتـا يت از ا يدر حما ). ۸(د  ده يم
 ـلين کمبود آدن  يو همچن  کيآدرنرژ ۲-بتا ی رندهيگ کلاز يل س ـ ي
 ـ(، ٥   ی رنــده يگنگ ينالگين دســت سـ ـ يياتور پــا يک مــد يـ
 ي اسـتخوان  ی پ تـوده  ي ـهر دو منجر به فنوت     )کيآدرنرژ ۲-بتا

نگ يگناليدهـد کـه س ـ    يج نشان م  ين نتا يا). ٩(شوند   يم م يحج
ــمپات ــک از طريسـ ــدهيگق يـ ــا ی رنـ ــآدرنرژ-۲-بتـ در  کيـ

 مهار نيبنابرا شود، يل استخوان ميها مانع ازتشک استئوبلاست

 ـنرژ آدر۲-بتا  هاي رندهيگ کيفارماکولوژ  شيافـزا  باعـث  کي
با وجود مطالعات متعدد در  ).۷و۱۰(شود  يم ياستخوان ی توده

 ـ سري تــاثی نـه يزم ل يــل و تحليک بـر تــشک يــ بتــا آدرنرژستمي
 ــ ــات کم ــتخوان، مطالع ــهياس ــ ب ــي بررس ــش س   نگيگنالي نق

ــا آدرنرژ ــبت ــ بنيهــا ســلول ياستئوبلاســتز يک در تمــاي  يادي
ــد کــه نقــش ح پرداختــه يميمزانــش ــان ــوژيزي در فياتي  و يول

 اثـر  يبررس ـ مطالعه نيا از هدف . استخوان دارديفارماکولوژ

 ـآدرنرژ بتـا  ستيآگون (زوپرترنوليا هـاي   سـلول  زيبرتمـا  )کي
 ـ بي با استفاده از بررس ـ In Vitroطيدر شرا ياستئوبلاست ان ي

 نيتر  مهمRUNX2 .ن استي و استئوکلسRUNX2 يها ژن
ــاکتور ــسخه ف ــرداري ن ــت ی رده در ب ــت ياستئوبلاس و  اس

-BGLAP) Bone Gamma نـــام بـــه کـــه نياستئوکلـــس

Carboxyglutamate (gla) Protein( ـ شود، يده ميز نامين   کي
 يسـلول  خـارج  کسيماتری  عمده يکلاژن ريغ ينيپروتئ ءجز

 و ياستئوبلاسـت  هاي سلول توسط که منحصرا است استخوان
 ی دهنـده  نشان  کهشود يم ترشح و سنتز بلوغ آخر مراحل در
 با استناد بـه  قيتحقدر اين  .)۱۱و۱۲ (است ياستئوبلاست زياتم

هـا تحـت     ز استئوبلاست يکنترل تما هاي انجام شده بر       بررسي
  ران داروير ايقصد داريم تاثک، ي بتا آدرنرژ  يها ستير آگون يتاث

  مغـز  يمي مزانـش  يادي بن يها  سلول يز استئوبلاست يبر روند تما  
  . ميمورد مطالعه قرار دهاستخوان انسان 
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 بررسي روش
 نيا در :انسان يميمزانش ادييبن هاي سلولو کشت  هيته     

 از شده استخراج يميمزانش ادييبن هاي سلول ،يتجرب ی مطالعه

 اخـذ  اختهي بن فناوري قاتيتحق مرکز از  انساناستخوان مغز

 ـبن يهـا  سلول ياختصاص يمارکرها انياز نظر ب و شدند  يادي
مثبت بودنـد  )  CD44،CD105، CD13،CD166( يميمزانش
ــه ــا ک ــتا ني ــده ديي ــفي کی کنن ــاز تي ــلول يجداس ــا س    يه

MSCs )Mesenchymal Stem Cells (بود )نيهمچن .)١٣ 
  يميمزانـش  ی رده هـاي  سـلول  بـه  هـا  سـلول  نيا زيتما تيقابل

  توســـط تيپوســـيآد و تيکندروســـ استئوبلاســـت، شــامل 
 ـات و گرفتـه  انجـام  اختهي بن فناوري قاتيتحق مرکز . شـد  ديي
 فلاسـک  در کردن، زيدفر از پس يميمزانش ادييبن هاي سلول

 ـي م٢٠ بـه همـراه   T75سلول  کشت  کـشت  طيمح ـ تـر يل يل
DMEM-Low Glucose (Gibco) ، (Fetal Bovine Serum) FBS 

 کروگرميم ١٠٠ و نيليس يپن تريل يليم بر واحد ١٠ ،درصد ١٠

 گراد يسانت ی درجه ٣٧ انکوباتور در نيسياسترپتوما تريل يليم بر
 ادييبن هاي سلول .شدند داده کشت درصد ۵ دکربنياکس دي با

 به معکوس کروسکوپيم ريز در مورفولوژي نظر از يميمزانش

 شـکل  يدوک و نور ی کننده منعکس شفاف، هاي سلول شکل

 همـــشاري بـــر يقبلـــ روز بـــه نـــسبت روز هـــر و بـــوده
(Confluency) تکش طيمح ضيتعو .شد يم افزوده ها سلول 

 ـ  وگرفـت   مـی صورت بار کي روز دو هر  هـاي  سـلول  يوقت
 هـا  سـلول  دند،يرس ـدرصـد   ۷۰ همشاري به يميمزانش ادييبن
 زيتمـا  القـا  جهـت  دي ـجد هـاي  فلاسـک  در و شـده  نهيپسيتر

 داده کـشت  دارو بـا  مـار يت و زييتمـا  طيمح با ياستئوبلاست

  .شدند
 طيمح با يميمزانش ادييبن هاي سلول در ياستئوبلاست زيالقاتما

ط ي از مح ـ  ي استئوبلاسـت  يزيط تمـا  ي مح ی هي ته يبرا :زييتما
 درصـد  FBS١٠ ن و ي گلوتـام -DMEM ،L يکشت عموم

 دگزامتازون بـا    يط کشت فاکتورها  ين مح ياستفاده شد که به ا    
  سرول فسفات بـا غلظـت     يگل - نانومولار، بتا  ١٠ ييغلظت نها 

 ييافسفات با غلظت نه   -٢- مولار و آسکوربات     يلي م ٥ يينها
 ـتر اضافه گرد  يل يليکروگرم بر م  ي م ٥٠  ـ بن يهـا  سـلول . دي  يادي

 ـنه و در پل   يپـس ي حاصل از پاساژ سـوم تر      يميمزانش ت شـش   ي
ها در پاسـاژ چهـارم    ن سلول يبنابرا( . کشت داده شدند   يا خانه
 ـدر حـدود     ،يرسوب سـلول  به   سپس ).بودند تـر  ي ل يل ـيک م ي

. اضـافه شـد   درصد ١٠ FBS ي حاوDMEMط کشت يمح
ها  ت سلول يوضعو   قرار گرفتند    يها هر روز مورد بررس     سلول
تا  ٥٠ يهمشارها به  در روز سوم که سلول. ت بخش بوديرضا
 ـهـا شـروع گرد     ز سـلول  يدند، تما يرسدرصد   ٦٠ بـه ايـن    . دي

ها خارج کـرده   تي را از پل   DMEMط کشت   يکه مح صورت  
 نمونه .ها اضافه شد    به آن  ي استئوبلاست يزيط تما يو سپس مح  

 ـ بن يها  از سلول  ياربرد روز در افتـه  يز ن ي تمـا  يمي مزانـش  يادي
در ز داده شــده ي تمــايميمزانــش ياديــ بنيهــا  و ســلولصــفر

 .صورت گرفت )زي تما يانتها( ٢١ و   )زي تما يابتدا( ٤ يهاروز
 ـ نيا  خانـه ٦ت ي ـک پلي در يز استئوبلاستيضمنا تما  ز انجـام  ي

  . گردد از آن استفادهردن يزاري آليزيآم گرفت تا جهت رنگ
 يدارو :زوپرترنـول ي بـا ا   يمي مزانش يادي بن يها مار سلول يت
زوپرترنـول  يگرم پودر ا   يليم ١٠٠ يال حاو يزوپرترنول در و  يا
 ـه گرديگما ته ي س ييد از شرکت دارو   يدروکلرايه  ـا. دي ن دارو ي

ط کشت يت انحلال در محين قابليمحلول در آب بوده و همچن 
گـراد   ي سـانت  ی درجـه  ٢٠ يه در دمـا   يز دارد و پس از ته     يرا ن 

از غلظـت   ) Continuous (وستهيمار پ ي ت يبرا .دش ينگهدار
ط يزوپرترنــول در محــي ايدارو) ١٤( کرومــولاري م١٠ يينهـا 

 يهـا  سلول،  يز استئوبلاست ي تما ي القا يبرا .کشت استفاده شد  
 کشت داده ي ا شش خانهيها تيدر پلانسان   يمي مزانش ياديبن

 درصـد   ٦٠تـا    ۵۰ ي بـه همـشار    هـا  نکه سلول يبعد از ا   .شدند
 ـ ا يکرومـول دارو  ي م ١٠وسـته بـا     يمـار پ  يدند تحت ت  يرس زو ي

بـار   کي ـب کـه هـر دو روز     ين ترت ي به ا  .پرترنول قرار گرفتند  
 ـز بـه پل   ي ن ن دارو يط کشت، ا  يض مح ياه با تعو  همر ت اضـافه  ي
 ـها، پل  ن سلول يزمان با ا   هم. شد  يزيط تمـا  ي مح ـ يت حـاو  ي

 از يتـا گروه ـ  ينها. اسـتفاده شـد   عنـوان کنتـرل      بدون دارو بـه   
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 . کـشت داده شـدند  ٢١ تـا روز  ي و گروه ـ٤ها تـا روز      سلول
 ـ بن يها سلولمار شده،   ي ت يها علاوه بر سلول    يمي مزانـش  يادي

  .عنوان کنترل کشت داده شدند مار بهيبدون ت
 ـ تايبرا :رد نيزاريآل زييآم رنگ  از يز استئوبلاسـت يد تمـا يي

 ـ آل يزيرنگ آم   ـه گردن رد اسـتفاد   يزاري  ـ .دي  منظـور  رای ايـن ب
 ـدر پل يمي مزانش يادي بن يها سلول کـشت   يا  خانـه ۶ يهـا  تي

مـار شـدند و     يزوپرترنول ت يها با ا    از سلول  يگروه. داده شدند 
رنگ  .مار کشت داده شدند   يعنوان کنترل بدون ت     هم به  يگروه

 يبـرا  . کشت انجام گرفـت ۲۱و  ۴ ن رد در روزيزاري آل يزيآم
 ـ تخل ط کـشت  ين منظور مح  يا  PBSهـا بـا      ه شـده و سـلول     ي

ت يقه تثبي دق۳۰ درصد به مدت ۱۰ن ي با فرمال وشدندشستشو  
تـا رنـگ    يشدند، سپس با آب مقطـر شستـشو داده شـد و نها            

قـه بـه دور   ي دق۴۵ درصد اضافه شده و به مدت    ۱ ردن  يزاريآل
س بـا آب مقطـر      سـپ  . اتـاق انکوبـه شـدند      ياز نور و در دما    

ــشو  ــو در زداده شــد شست کروســکوپ از نظــر وجــود يم ري
  . قرار گرفتنديابيم مورد ارزي قرمز رنگ کلسيها رسوب

ز ي تمـا  يمي مزانش يادي بن يها  سلول RNA: RNA استخراج
 و ۴روز (ز داده شده  ي تما يمي مزانش يها ، سلول )۰روز  (افته  ين

 يمار شـده بـا دارو     ي ت يمي مزانش يادي بن يها  سلول و )۲۱روز  
ر ي ـب ز يترت  به ي با روش دست   ۲۱ و   ۴ يهادر روز  زوپرترنوليا

 ـ سـلول را از طر     ۱۰۴. دياستخراج گرد  ق تريپـسينه کـردن از      ي
 ی ليتر از بافر ليز کننده    کروي م ۲۰۰ها جدا کرده، سپس      فلاسک

ت اضـافه   ي ـزول به رسوب سلولي حاصل از هر چاهک پل        يتر
ــه يــک    ــوط ب ــاژ کــردن، مخل ــار پيپت ــد ب کــرده و بعــد از چن

  بـه مخلـوط سـلولي   . تري منتقـل شـد    لي  ميلي ۵/۱ميکروتيوپ  
 دقيقـه بـه     ۱ ميکروليتر کلروفرم اضافه کـرده، بـه مـدت           ۲۰۰

 انکوبه   دقيقه در دماي اتاق    ۵سپس به مدت    شدت تکان داده،    
 بـا دور    گراد ی سانتي  درجه ۴  مخلوط حاصل در دماي    .گرديد
rpm ۱۲۰۰۰    رنگ   مايع بي  .يوژ شد  دقيقه سانتريف  ۲۰ به مدت

 کـه  ي فـاز ميـان  ي از بـالا يمتـر  ي چند ميلی هرويي را تا فاصل  
 هـم حجـم     . شـد   است به ميكروتيـوب منتقـل      DNA يحاو

. زوپروپانول سرد افـزوده و پيپتـاژ شـد        يمحلول رويي، به آن ا    
نگهـداري  گـراد   ی سانتي درجه -۲۰ يک شب در يمحلول برا 

 دقيقـه  ۴۵ محلول فوق به مدت      ،بعد از گذشت اين زمان     .شد
 سانتريفيوژ  rpm ۱۲۰۰۰ با دور    گراد سانتیی   درجه ۴در دماي 

 مايع رويي دور ريختـه شـد و بـه رسـوب شـفاف               سپس شد
 سـرد اضـافه     درصـد  ٧٠ل  وليتر اتان  يميل١  ميکروتيوب، يانتها

رسـوب از تـه ميكروتيـوب    به خوبي ورتكس شد تا  گرديد و 
ی   درجـه  ۴ در دمـاي     ا محلـول مـورد نظـر مجـدد        .جدا گردد 

 دقيقـه  ۱۵ اين بـار بـه مـدت        rpm ۱۲۰۰۰با دور   گراد   سانتي
 در نهايت اتانول روي رسوب دور ريخته شـد     .سانتريفيوژ شد 

 خـشك   تا در حد امكانو رسوب در دماي اتاق قرار داده شد       
 ميکروليتـر آب بـدون    ۳۰رسـوب در      آخـر،  ی  درمرحله .شود

RNaseجهــت   محلــول حاصــل،ا کــاملا حــل شــد و نهايتــ
 منتقل گرديـد تـا      گراد  سانتي ی  درجه -۷۰به فريزر    نگهداري،

ــام Real-Time PCR ســاخته و cDNAســپس از آن   انج
 بـا Integrity( RNA (تيتمامcDNA  سنتز از قبل ..شود

 RNA مقـدار  .شـد  دهيسـنج  آگـارز  ژل روي بـر  الکتروفورز
 نـانومتر  ۲۶۰ موج طول در جذب ی واسطه به شده استخراج

 قي ـطر  اسـتخراج شـده از  RNAخلـوص   .شـد  رييگ اندازه
 نـانومتر  ۲۸۰ بـه  نـانومتر  ۲۶۰ مـوج  طـول  در جـذب  نسبت

  .شد دهيسنج
تـر  يکرولي م ۵/۱۳ با اسـتفاده از      cDNAسنتز  : cDNAسنتز  

RNAو يمي مزانــشياديــ بنيهــا  اســتخراج شــده از ســلول 
مخلـوط   . انجـام گرفـت    ي استئوبلاست ی افتهيز  ي تما يها سلول

ــرا ــنش ب ــنتز يواک ــامل cDNA س ــر پرايکرولي م۱ ش ــريت  م
Oligo-dT ،۲تر بافر يکرولي م X۱۰) مـول   ميلي۵۰ يمحتو 

Tris-Hcl، ۷۵   ميلـي مـول KCL، ۳  مـول  ميلـي Mgcl2و   
ــي ۱۰ ــول  ميل ــوط  يکرولي مDDT( ،۲م ــر مخل  dNTP ۱۰ت

 که  M-MuLVپتاز  يم ترانس کر  يتر آنز يکرولي م ۱،  مولار ميلي
 واکنش  ي برا ييبرنامه دما  .ديتر رس يکرولي م ۲۰ ييبه حجم نها  

  مـدت  گـراد بـه    يسـانت ی    درجه ۴۲  نيز  معکوس ي بردار نسخه
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 ـ ي آنـز  يساز فعال ريغ .قه بود ي دق ۶۰    حـرارت   ی واسـطه ه  م ب
. قـه صـورت گرفـت     ي دق ۱۰گراد به مـدت      ي سانت ي   درجه ۷۰

cDNAم در واکنشيطور مستق ا بهياصل  ح Real Time PCR 
ــمــورد اســتفاده قــرار گرفــت و  ی  هدرجــ – ۲۰زر يــفر ا دري

   ديره گردي ذخي بعديها هت استفادهگراد ج يسانت
:Quantitative Real Time-PCR ـب   mRNA يان کم ـي

ــا ژن ــسRUNX2 يه ــهي و استئوکل ــل از نمون ــا ن حاص  يه
RNA    ـ بن يها  استخراج شده از سلول  ز ي تمـا يمي مزانـش  يادي

 يروزها(ز داده شده    ي تما يمي مزانش يها ، سلول )۰روز  (افته  ين
 ـ بن يهـا  ولو سل ) زي تما ي پس از القا   ۲۱ و   ۴  يمي مزانـش  يادي

) ۲۱ و ۴ يروزها( زوپرترنوليمار شده با اي توز داده شده يتما
 ـمار با استفاده از کيپس از ت  Quantifast SYBR Greenتي

PCR Amplicon    کلريو با دسـتگاه ترمـال سـاReal Time 

PCR (Step One) مــورد يمرهــاي پرايتــوال . شــديبررســ 
 يهـا   ژني بـرا Quantitative Real Time PCR استفاده در

RUNX2آورده شده است ۱ ن در جدولي و استئوکلس.  
  

   )يکنترل داخل(ن ي اکتان و بتياستئوکلس ، RUNX2 يها  ژني مورد استفاده برايمرهاي پراي توال:١جدول 
  نام ژن  يتوال Tm  طول

62 GCC  TTC  AAG  GTG  GTA  GCC  C  RUNX2-F  
66 60 CGT  TAC  CCG  CCA  TGA  CAG  TA RUNX2-R  

60 CCA  AAG  GTG  CAG  CCT  TTG  TG Osteocalcin-F    
80  63 GGC   TCC  CAG  CCA  TTG  ATA  CAG Osteocalcin-R   

57.2 CTG  GAA  CGG  TGA  AGG  TGA  CA β-Actin -F 144 
 56.6 AAG  GGA  CTT  CCT  GTA  ACA  ATG  CA β-Actin -R  

  

 شـامل  واکنش مخلوط .بود تريکروليم ١٠ نشواک يينها حجم
ــريکرولي م۳/۰ ــر از ت ــريپرا ه   ، Forwardو reverse م

 SYBR Green PCR تريکرولي م٥ ، cDNAتريکروليم ۲

Master Mix  بـود  ريتقط دوبار مقطر آب تريکروليم ٧/٢و. 
 بـه  گـراد  يسـانت  ی درجه ۹۵ کليس کي شامل ييدما ی برنامه

  مـدت  بـه  گراد يسانت ی درجه ۹۵ کليس ۴۰ قه،يدق ١٥ مدت

قه ي دق١ به مدت گراد ی سانتي درجه ۶۰کل يس ٤٠و  ه،يثان ۲۰
  . بود

2X QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix  يمحتـو 
DNAمـراز، بـافر   ي پلQuantiFast SYBR Green PCR ،

) dATP و  dCTP،dGTP ،dTTP شامل (dNTPsمخلوط 
تمـام مراحـل گفتـه     .دباش ي مROXرفعال يو رنگ رفرانس غ   

 ـکيپليبـه صـورت تر     شده  و  Forward يمرهـا يبـا پرا   و   تي
Reverse    تست  جهت(ن به عنوان كنترل داخلي    ي و ژن بتا اکت 

ــضور  ــد )cDNAح ــام ش  ــ . انج ــا اکت ــزو ژنيبت ــا ن ج  يه
Housekeeping ـباشد کـه ب    ي م  هـا ثابـت     ان آن در سـلول    ي

يـه شـد   نيز ته NTC يك نمونه كنترل منفي با عنوان      .باشد يم
 منظور به .باشد مي cDNA كه شامل تمامي مواد فوق به غير از

در ايـن   .استفاده شداي   مقايسهCt روش ازكمي سازي نسبي،    
روش مقدار هدف نرمال شده نسبت به يك كنتـرل درونـي و             

 محاسـبه   ct۲∆∆- نسبت به يك كاليبراتور با اسـتفاده از فرمـول         
  .شود مي

∆Ct= Ct (ژن هدف) - Ct (مرجع) 
∆∆Ct= ∆Ct( )Ct∆ - ( نرمالی نمونه   ( مورد آزمايشی نمونه

۲-∆∆Ct= ميزان تغييرات بيان 
 وارد Excelمحاسبات و تنظيمات در يـك صـفحه از برنامـه      

هـا نـسبت بـه نمونـه     mRNA در نهايت اختلاف بيـان  . شد
بـا روش   GraphPad Parism 5 افـزار  كنترل، توسـط نـرم  

   .ه قرار گرفتمورد محاسبPaired T test  يآمار
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  ها  يافته
ــشاهدات      ــکوپيم مــ ــا :يکروســ ــشاهدات جينتــ  مــ

   کروسـکوپ يم بـا  يمي مزانـش يادي بنيها سلول کيمورفولوژ
 را يبروبلاسـت يف يهـا  سـلول   مـشابه يمورفولـوژ  معکـوس، 

بـن   يقـات يها قبلا در مرکز تحق ن سلوليا .)۱ شکل( داد نشان

 ـنظـر ب  ه و از قرار گرفتيتومتري فلوسايابياخته مورد ارزي  اني

  ،CD44( يمي مزانشياديبن يها سلول ياختصاص يمارکرها

CD105،CD13،CD166  ( ـتا کهمثبت بودند   ی کننـده  ديي
  . بوديمي مزانشياديبن يها سلول يجداساز تيفيک

    
  استخوان انسان مغز يميمزانش ياديبن يها سلول يبروبلاستيف يمورفولوژ :۱ شکل

  
 ـبن يها سلول ياستئوبلاست يزيتما طيمح بردن کاره ب با  يادي

 در و شـد  داده زيتمـا  ياستئوبلاسـت  يهـا  به سلول يميمزانش

 همان و آمد عمل به يکروسکوپيمشاهدات م ۲۱و ۴ يروزها

 ـمورفولوژ راتييتغ گردد، يمشاهده م ۲ شکل در که طور  کي
  .بود ملاحظه قابل

    
  دهد يم نشان را زيتما ۲۱ و ۴روز  )بيترت به چپ به راست از( زيتما تلفمخ يروزها در يميمزانش ياديبن يها سلول :۲شکل 

  

 ـک بـا رنـگ آم     يز استئوبلاسـت  يد تما ييتا  ـ آل يزي    :ن رد يزاري
مار بـا  ين تي و همچني استئوبلاستيزيط تمايکار بردن محه  با ب 

 يها   به سلول  يمي مزانش يادي بن يها زوپرترنول، سلول ي ا يدارو
 يز استئوبلاست يد تما يي تا يه شدند و برا   ز داد ي تما ياستئوبلاست

 در  يمي کلـس  يهـا  توده .ن رد استفاده شد   يزاري آل يزيآم از رنگ 

شوند که نـشان   يده مين رد به رنگ قرمز د     يزاري آل يزيرنگ آم 
 ـ بن يهـا  ک سـلول  يز استئوبلاست ي تما ی دهنده  يمي مزانـش  يادي

 ياديــ بنيهــا ن رد در ســلوليزاريــ آليزيــآم رنــگ. باشــد يمــ
ز ي تمــا۲۱ و ۴ درروز يزيط تمــايدرحــضور محــ يميمزانــش

مار شده با ي تيمي مزانشيادي بنيها و سلول) ج  و الف۳شکل(
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) د و ب۳شــکل (ز ي تمــا۲۱ و ۴زوپرترنــول در روز ي ايدارو
 کـه نـشان     يمي کلـس  يهـا  رسوب قرمز رنگ تـوده    . انجام شد 

 يمي مزانشيادي بنيها ک سلوليز استئوبلاستيد تمايي تای دهنده
 يمي مزانـش يادي بنيها سلول.  مشاهده شد  ۲۱باشد در روز     يم

 ۴مار شده در روز ي تيمي مزانشيادي بنيها مار نشده و سلوليت
چ گونـه رسـوب     ي بودند و ه   ي منف يزين رنگ آم  ي ا يز برا يتما

  . )ه ۳ شکل(م در آنها مشاهده نشد يکلس

  

    
  ب  الف  

    
  د  ج  

  ه
ط يز داده شده با محي تمايها سلول) ب. (زي تما۴ در روز يزيط تمايز داده شده با محي تمايسلول ها) الف. (ن رديزاري آليزي رنگ آم:۳ شکل
) د. (زي تما۲۱ در روز يزيط تمايمار شده با محي تيافته استئوبلاستيز ي تمايها سلول) ج. (زوپرترنوليمار شده با ايز تي تما۴ در روز يزيتما

  افتهيز ني تمايمي مزانشيادي بنيها سلول) ه(ز ي تما۲۱زوپرترنول در روز يمار شده با اي تيستافته استئوبلايز ي تمايها سلول
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  RUNX2 ژن Quantitative Real Time PCRنتـايج  
ــايز ــول تم ــتي درط ــا استئوبلاس ــيط ب ــايزي مح  و داروي تم

 ژن mRNAآناليز بيـان ژن نـشان داد کـه بيـان       ،ايزوپرترنول
RUNX2  اي بنيـادي مزانـشيمي بـه    ه ـ  در طول تمايز سـلول

 .کنـد  استئوبلاست تحت تاثير محيط تمايزي افزايش پيـدا مـي     
هاي بنيادي مزانشيمي   در طول تمايز سلولRUNX2بيان ژن 

 در  ۲۱ و   ۴به استئوبلاست تحت تاثير محيط تمـايزي در روز          
ترتيـب   هاي بنيادي مزانشيمي تمايز نيافتـه، بـه    مقايسه با سلول  

بيـان  ) ۱نمـودار   (  برابر بـود   ۴۷/۳±۲۳/۰ برابر و    ۱۴/۰±۲۳/۱
mRNA ژن RUNX2   ــا ــتي ب ــايز استئوبلاس ــول تم  در ط

 در  RUNX2بيـان ژن     .داروي ايزوپرترنول کاهش پيدا کـرد     
هاي بنيادي مزانشيمي با داروي ايزوپرترنـول    طول تيمار سلول  

هـاي بنيـادي مزانـشيمي      در مقايسه بـا سـلول  ۲۱ و ۴در روز   
  برابر بود  ۶/۱± ۰۵/۰ برابر و  ۸/۰±۰۵/۰يب  ترت تمايز نيافته، به  

  .)۱ نمودار(
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   و ايزوپرترنول در طول تمايز استئوبلاستي با محيط تمايزي RUNX2 ژن Quantitative Real Time PCRنتايج. ۱ نمودار 

(ODM: Osteoblastic  Differentiation Medium) 
 

 ـبکـاهش   زانيم ی سهيمقا   ز ي تمـا ۴ در روز RUNX2ان ژن ي
 ـ    ي ا ي و دارو  يزيط تما يبا مح  دار از   يزوپرترنـول اخـتلاف معن

 ۲۱کـه در روز   يدر حـال  )<۰۵/۰P(  را نشان نـداد    ينظر آمار 
  .)>۰۵/۰P(  مشاهده شدي از نظر آماريدار ياختلاف معن
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   و ايزوپرترنول ژن استئوکلسين در طول تمايز استئوبلاستي با محيط تمايزي quantitative Real Time PCR نتايج :۲نمودار 

  
 ني ژن استئوکلـس quantitative Real Time PCRج ينتـا 

 ي و داروهـا   يزيط تمـا  ي بـا مح ـ   ياستئوبلاسـت  زيتمـا  درطول
 ـز ب يآنال زوپرترنوليا  ـان ژن نـشان داد کـه ب       ي  ژن  mRNAان  ي

 ـ بن يهـا  ز سلول ين در طول تما   ياستئوکلس  بـه   يمي مزانـش  يادي
 .کنـد  يدا م ـي ـش پي افزايزيط تماير مح ياستئوبلاست تحت تاث  

ــب ــسي ــ بنيهــا ز ســلولين در طــول تمــايان ژن استئوکل  يادي
   در روز  يزيط تمـا  ير مح ـ ي به استئوبلاست تحت تاث    يميمزانش

افته، يز ن ي تما يمي مزانش يادي بن يها سه با سلول  ي در مقا  ۲۱ و   ۴
   برابـــر بـــود۷۳/۱۲±۴۹/۰  و برابـــر۳/۴±۱۴/۰ بيـــترت بـــه

  ).۲نمودار (
 بـا   يز استئوبلاست يدر طول تما   ني ژن استئوکلس  mRNAان  يب

در  نيان ژن استئوکلـس   يب .دا کرد يزوپرترنول کاهش پ  ي ا يدارو
زوپرترنـول  ي اي با دارويمي مزانشيادي بن يها مار سلول يطول ت 

 ـ بنيهـا  سه بـا سـلول  ي در مقا۲۱ و ۴در روز     يمي مزانـش يادي
  برابر بـود ۲/۸±۹۶/۰ برابر و۸۳/۳±۰۸/۰ب  يترت افته، به ي ن زيتما

ن در روز ياستئوکلسان ژن يکاهش ب زانيم سهيمقا .)۲نمودار (
زوپرترنــول اخــتلاف ي اي و دارويزيط تمــايز بــا محــي تمــا۴

کـه   يدر حـال   )<۰۵/۰P(  را نشان نداد   يدار از نظر آمار    يمعن
 ـ  ۲۱در روز      شاهده شـد  م ـي از نظـر آمـار  يدار ي اختلاف معن

)۰۵/۰P< (  
  

  بحث
ــا آدرنرژيــسمنظــور نــشان دادن نقــش  بــه      در ک يــستم بت

ــتئوژنز  ــلولاس ــا س ــ بنيه ــشيادي ــ، در ايمي مزان ــن تحقي ق ي
 ـ بن يهـا  سلول  ـبـا آگون   يمي مزانـش  يادي ک ي ـست بتـا آدرنرژ   ي

 دو ژن mRNAســپس ســطوح  .شــد مــاريت) زوپرترنــوليا(
ن توسط  ي و استئوکلس  RUNX2 يعني ي استئوبلاست ياختصاص

Real Time PCR  و ) يز استئوبلاسـت ي تمـا يابتدا (۴در روز
ل انتخاب  يدل.  شد يبررس) يز استئوبلاست ي تما يانتها (۲۱روز  

ر يرات چـشمگ  ييتغ) ۱۵ (ين بود که مطالعات قبل    ين روزها ا  يا
اند   اول گزارش کرده   ی  را تا هفته   ي استئوبلاست يها ان ژن يدر ب 

 ـ دوم و سـوم تغ ی کـه در هفتـه     يدر حال  کـسان بـوده   يرات يي
هـا متفـاوت اسـت و        ان ژن يرات ب يين روز چهارم که تغ    يبنابرا
 ـ پي شـبه استئوبلاسـت  يها مورفولـوژ   سوم که سلول  ی هفته دا ي



 هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان انسان بر تمايز سلول) آگونيست بتا آدرنرژيک(اثر ايزوپرترنول 
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 ـانـد انتخـاب گرد     کرده ن مطالعـه نـشان داد کـه        ي ـج ا ينتـا  .دي
ــار بيا ــث مهـ ــزوپرترنـــول باعـ ــا ان ژنيـ  و RUNX2 يهـ

ر ي تحت تـاث   RUNX2ان ژن   ي ب که يطور به .ن شد ياستئوکلس
 ـز بـه ترت  ي تما ۲۱ و   ۴ يزوپرترنول در روزها  يا  ۶/۱ و ۸/۰ب ي

ر ي تحـت تـاث  ۴ در روز    RUNX2ان ژن   يرات ب ييتغ .برابر بود 
 ـزوپرترنول کاهش داشت اما ا   يا  از نظـر  رين تفـاوت چـشمگ  ي

ر يزوپرترنـول تـاث  يز اي تمـا ۲۱که در روز   ي نبود در حال   يآمار
ن بـه نظـر   ي بنـابرا  و داشت RUNX2ان ژن   ي بر ب  يريچشمگ

 يز استئوبلاسـت  ي تما ييزوپرترنول بر مراحل انتها   يرسد که ا   يم
ر ين تحـت تـاث    يان ژن استئوکلس  ين ب يهمچن.  دارد يشترير ب يتاث
 ـترت ز به ي تما ۲۱ و   ۴ يزوپرترنول در روزها  يا  ۲/۸ و   ۸۳/۳ب  ي

ان ي ـش ب ي افزا يعيسه با روند طب   يرات در مقا  يين تغ يا .برابر بود 
 ـان ا ي، کاهش ب  يز استئوبلاست ين در طول تما   ين استئوکلس ژ ن ي

ان ي ـرات بييتغ .دهد ي نشان ميز استئوبلاستيژن را در طول تما   
زوپرترنـول کـاهش    ير ا ي تحـت تـاث    ۴ن در روز    يژن استئوکلس 

که  ي نبود در حال چشمگيرياز نظر آمار ن تفاوت   يداشت اما ا  
 ـ بـر ب   يرير چـشمگ  يزوپرترنول تاث يز، ا ي تما ۲۱در روز    ان ژن  ي

ن مطلب است   يشتر بر ا  ي ب يدين تاک يبنابرا. ن داشت ياستئوکلس
ر ي تـاث  يز استئوبلاسـت  ي تمـا  ييزوپرترنول بر مراحل انتهـا    يکه ا 

ــابرا.  دارديشتريــب ق نــشان داد کــه يــن تحقيــ ای جــهين نتيبن
ــآگون ــست بتاآدرنرژي ــهي ــ ک ب ــور منف ــتئوژنز يط ــد اس  بررون

 ييص در مراحـل انتهـا     خـصو  به( يمي مزانش يادي بن يها سلول
 و همکارانش ي که توسط ل يا در مطالعه  .گذارد ير م يتاث )زيتما

 ۲ بتـا  ی رنـده ين گي و پـروتئ mRNAش ي انجام شد افزا  )۱۶(
 نــشان دادنــد کــه يز استئوبلاســتي تمــايک را در طــيــآدرنرژ

ز ي تمـا يها در انتها رندهيگن يان ا يش ب يتوان با توجه به افزا     يم
 يک بـر انتهـا    ي ـست بتـا آدرنرژ   يش اثر آگون  ي افزا ياستئوبلاست

 ـ بنيهـا  سلول که بر ي لی در مطالعه .ه کرديز را توج  يتما  يادي
 انجـام شـده بـود،        موش جدا شده از مغز استخوان     يميمزانش

 ي اختـصاص  يها ان ژن ي وکاهش ب  ي استخوان ندولمهار تراکم   
. زوپرترنول نشان داده شديمار با اي متعاقب تيز استئوبلاستيتما

 يها که بر استئوبلاست ،)۱۴( تکن و همکارانش ي ا ی در مطالعه 
 مـوش انجـام شـده     ی جمجمهجداشده با کلاژناز از استخوان      

 بـر  يرير چشمگيزوپرترنول تاثيکرو مولار اي م ۳بود تا غلظت    
 مخـتص   يها ان ژن ي اما ب   نشد  مشاهده يل ندول استخوان  يتشک

 ـدا کرده بـود و پ     يش پ ياستئوکلاست افزا   کـه   ه شـد  دادشنهاد  ي
 ـ   ياثرات ا   ـتوانـد اثـرات غ     يزوپرترنول بر استئوکلاستوژنز م  ري

 ـ ن ي استئوبلاست ی  بر رده  يميمستق گونـه   ايـن . ز داشـته باشـد    ي
 ـتوان استدلال کـرد کـه ب       يم ل نـدول   يان ژن الزامـا بـا تـشک       ي

 ـر ب يي تغ يست و گاه  ي همراه ن  يماکروسکوپ ان ژن مـستقل از     ي
 ـ  يان پروتئ يب در  .باشـد  يط م ـ يمح ـم  ي کلـس  ي محتـوا  ين و حت

 يهـا  حـضور ژن ) ۱۷( انجام شـد  ۲۰۱۳ که در سال   يا مطالعه
 ـمرتبط بـا انتقـال و کاتابول        ـ   ي در سـطح    را   نينفـر  يسم نـور اپ

ها شـامل ترانـسپورتر نـور        ن ژن يا .دادندها نشان    استئوبلاست
ل ترانـسفراز  ي مت -O- کاتکول  و دازين اکس يمونوآم و   نينفر ياپ

ن در  ي نفـر  يترانسپورتر نـوراپ  ن  ي و پروتئ  mRNAان  يبود و ب  
دهـد   يافـت کـه نـشان م ـ      يش  ي افـزا  يز استئوبلاست يطول تما 

ن نقـش  ي نفـر يرانس نوراپيافته در کل  يز  ي تما يها استئوبلاست
ن توسـط   ي توس ـ يگر کاهش سنتز اکـس    ي د يا در مطالعه  .دارند

 ـ بتـا آدرنرژ   يها ستيمار با آگون  يها متعاقب ت   استئوبلاست ک ي
بـه  ز استئوبلاسـت    ي تمـا  ين بـا القـا    يتوس ياکس. مشاهده شد 
 و  کنـد  يم م ـ ي را تنظ ـ  ي اسـتخوان  ی  توده  بالغ يها استئوبلاست

ل يک بـر تـشک    ي ـک آدرنرژ ي تحر يکه اثرات منف  مشخص شد   
ن ي توس ـ ي بـه علـت کـاهش سـنتز اکـس          ي تاحـدود  استخوان

 ي استئوبلاسـت ي سـلول ی  که بـر رده    يا در مطالعه  .)۳( باشد يم
 Nfil3 يسيش فاکتور رونو  ي باعث افزا  زوپرترنولي ا ،انجام شد 

 ۲-د سـنتاز  ياندوپراکـس  -ني ژن پروسـتاگلند   mRNAان  يو ب 
 ـ ي استئوبلاسـت  زي تما يها م ژن يشود که باعث تنظ    يم  شـود  يم
 يهـا  رندهيگ نشان داده شد که حذف   گري د يا در مطالعه  .)۱۸(

 ي متفـاوت ي اسـتخوان يها پيک منجر به فنوت  ي آدرنرژ ۲ و   ۱بتا  
 ي داراIGF-1 ی واسطه هک بي آدرنرژ۱نگ بتا يگناليس. شود يم

  نگيگناليکـه س ـ   يک بر اسـتخوان اسـت درحـال       ياثرات آنابول 
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ــا  ــ آدرنرژ۲بت ــي ــطهه ک ب ــ بی واس ــطح RANKLان ي  در س
 .)۱۹(شـود    يل استخوان م ـ  يش تحل يها باعث افزا   استئوبلاست

 ـ بتـا آدرنرژ   يها ستي آگون يز به بررس  ي ن يمطالعات مختلف  ک ي
 ـ. انـد   پرداختـه  ي موش يها در مدل   ـ يپ ل ي کـاهش تـشک    روزي
 تعداد استئوبلاست را در مـوش تحـت درمـان بـا             و استخوان

 ـ ا يها افتهيب با   يکه در ترک   )٢٠( کردزوپرترنول گزارش   يا ن ي
زان ي ـل استخوان نه تنها به علت کـاهش م      يق کاهش تشک  يتحق

ک يل استئوژن يبلکه کاهش پتانس   )۵ و۲۱( رشد استخوان است  
 ـبن يها سلول  ـممکـن اسـت در ا      يمي مزانـش  يادي   ن کـاهش  ي

 از  ي بـا اسـتفاده از تعـداد       يج مـشابه  ينتـا  .نقش داشته باشـد   
 ـبتا آدرنرژ  يها ستيآگون    سـلنبوترولو سـالبوتامول     يعن ـيک،  ي

 ي دارايهـا  در مقابل، مـوش  .)۲۲و۲۳(گزارش شده است    ز  ين
  ک،يــآدرنرژ-٢ و بتــا ١ بتــا ی رنــدهيگنقــص در هــر دو  

(Adr‚B1-2R-/-)  ــاخص ــشخص ش ــار م ــا مه ــشکيه ل ي ت
 نـشان   را اسـتخوان  حيضـر ، به خصوص در سـطوح       استخوان

  ).٢٠( دهند يم
 يردر مارکرهــايش چــشمگيدر مــوش افــزا شتريــمطالعــات ب

ــس از اســتفاده از آيبازجــذب اســتخوان ــگون را پ ــا ستي  يه
ست ي ـن، آگوني ـعـلاوه بـر ا  ). ۲۲( دده ـ يک نشان م  يبتاآدرنرژ

 ـ باعـث کـاهش م     يطور قابـل تـوجه     ک به يآدرنرژ  ـ ي ن يزان لپت
ن ي است، و اي چربی ه به کاهش تودهيکه احتمالا ثانو شود، يم

 ).٢٤( ت بازجذب استخوان اس   يکاهش در ارتباط با پارامترها    
 ـکاهش م   ـ ي  ـ آدرنرژيهـا  ستي ـن درپاسـخ بـه آگون  يزان لپت ک ي

). ۲۵(  کند ي قشر يها ل استخوان يکمک به مهار تشک    تواند يم
ش يک باعث افزا  يک آدرنرژ يدند که تحر  ن مطالعات نشان دا   يا

 استخوان بازجذبجه  يها و در نت    ت استئوکلاست يتعداد و فعال  
وجـود دارد کـه       در انسان  يني بال ی ن مطالعه يچند. شود ي م زين

 ی ک با کاهش توده   يستم آدرنرژ يش از حد س   يک ب يدر آن تحر  
  و اسـتخوان همـراه اسـت   يش شـکنندگ يا افـزا ي و   ياستخوان

 ـنـدگان آگون  استفاده کن   ی عنـوان گـشاد کننـده     بـه ٢-ست بتـا  ي
 ـبا ر )  آسم يماريعنوان مثال در ب    به(برونش    يسک دو برابـر   ي

ن خطر بسته بـه     يا. لگن همراه بودند  /  استخوان ران  يشکستگ
 بـالاتر بـود، و بـا اسـتفاده     يطور قابل تـوجه    به يماريشدت ب 

ر د). ٢٦( افـت ي يم شيدها افزا يکوئيآن با گلوکوکورت  همزمان  
 ـفعالکه با   ( و   )٢٧( يک رفلکس ي سمپات يستروفيد ش از يب ـت  ي

 ی کــاهش تــوده، )شــود يک شــناخته مــيــر آدرنرژيمــسحــد 
. شود يش بازجذب استخوان مشاهده مي از افزاي ناشياستخوان

کننـد   ينگ ميدوپ کي آدرنرژ۲ست بتا يآگون  که بايورزشکاران
آن  کي ـولک آن بر عضله و اثرات کاتاب      يبه خاطر اثرات آنابول   (

ش يافـزا  منجر بـه از دسـت دادن اسـتخوان و         ) يبر توده چرب  
 )٢٨(کلمپ و همکارانش    ن رو، ياز ا . شود ي م يخطر شکستگ 

سـتون    اسـتخوان در ي مـواد معـدن    ي محتوا ي درصد ٤کاهش  
 ١٢ کـه  ي در مـردان کـم تحـرک و ورزشـکار    يفقرات کمر

 افتي هفته در ٣  در روز در طول    يگرم سالبوتامول خوراک   يليم
ــ ــد را گــزارش  يم ــ .کردنــدکردن ــه ين بيهمچن مــاران مبــتلا ب

ش سـطح کـاتکول     ي افزا يها يماريگر ب يتوما و د  يفئوکروموسا
 و برداشـتن غـده    بودندل استخوان همراه    يش تحل ين با افزا  يآم

 ـ تحل ي خون يرامترهاآدرنال باعث نرمال شدن پا     ل اسـتخوان   ي
ــدر ا )٢٩(د شــ يمــ ــاکتور نــسخهيــبن مطالعــه ي ــردار ان ف  يب

RUNX2   ـ بنيهـا   سـلول يز استئوبلاسـت يدر طول تمـا   يادي
 و ۴ يان در روزهـا   يش ب ين افزا يا .کرددا  يش پ ي افزا يميمزانش

افتـه،  يز ن ي تمـا  يمي مزانش يادي بن يها ز نسبت به سلول   ي تما ۲۱
 ـها ن  قير تحق يسا . برابر بود  ۴۷/۳  و ۲۳/۱ب  يترت به ش يز افـزا  ي
 يادي بن يها ول سل يز استئوبلاست ي در طول تما   RUNX2ان  يب

 در سال   )٣٠(  و همکارانش  ييشو. اند د کرده يي را تا  يميمزانش
 ـ نشان دادند که ب    ٢٠٠٣  ـان و فعال  ي  يبـردار  ت فـاکتور نـسخه    ي

RUNX2  ـ بنيهـا   سـلول يز استئوبلاسـت ي در طول تمـا   يادي
 در  )۳۱ (و و همکارانش  ين ل يهمچن. ابدي يش م ي افزا يميمزانش
 ـ نشان دادند کـه ب     ۲۰۰۸سال   ز يدر طـول تمـا     RUNX2ان  ي

ز ي دوم تما  ی  در هفته  يمي مزانش يادي بن يها  سلول ياستئوبلاست
 ـ همچنان که گفته شـد ب     .ابدي يش م ي برابر افزا  ۲ش از   يتا ب  ان ي

RUNX2    يزيط تمـا  ي بـا مح ـ   يز استئوبلاسـت  ي در طول تمـا 
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 )کي سـنتت  يدهايکوئي دگزامتازون از دسته گلوکو کورت     يحاو(
ن يتــر دها شــناخته شــدهيــئکويگلوکوکورت .ابــدي يش مــيافــزا

ــده ــايهــا القاکنن ــشکيز استئوبلاســتي تم   ل اســتخوان دري و ت
In Vitroــه تاث ــستند ک ــي ه ــسازی واســطهه رشــان ب  ي فعال

 دگزامتـازون و    يهمکار .)۳۲(  است RUNX2 يبردار نسخه
 اثـر  RUNX2 ک هماننـد  ي اسـتئوژن  يبردار  نسخه يفاکتورها

ــم ــيافزا ه ــاي ــ بی در الق ــسي ــيان استئوکل ن يالوپروتئين و س
ون يزاس ـينراليت آلکـالن فـسفاتاز و م      ي ـش فعال ي افزا ،ياستخوان

ل ي تـشک ي از مواد اصـل يکيدگزامتازون . )۳۳( ک دارد يولوژيب
 ـ مـورد اسـتفاده در ا   ي استئوبلاسـت  يزيط تمـا  ي مح ی دهنده ن ي

 ـ ايهـا  افتـه يق است که بر اساس     يتحق ق اسـتفاده از  ي ـن تحقي
ز يدر طـول تمـا  RUNX2 ان ي ـش بي بـا افـزا  يزيط تمـا يمح

باتوجه به نقش دگزامتـازون در   . همراه بوده است ياستئوبلاست
توانـد   يق م ـ ي ـن تحق يج ا ي، نتا RUNX2ان  يت و ب  يم فعال يتنظ
ــتا ــر يديي ــهي ب ــيهــا افت ــدر ا . باشــدي قبل ــن تحقي ــق بي ان ي

 ـ بن يهـا   سـلول  يز استئوبلاسـت  يطول تما ن در   ياستئوکلس  يادي
 ييعنوان مارکر انتها ن بهيساستئوکل. کرددا يش پي افزا يميمزانش

ون يزاس ـينراليکه بـا م   ) ۳۴(شود   ي شناخته م  يز استئوبلاست يتما
ز ي تمـا ۲۱ان را در روز     ي ـن ب يشتريشود و ب   يکس ظاهر م  يماتر
ز نـسبت بـه    ي تمـا  ۲۱ و   ۴ يان در روزهـا   يش ب ين افزا يا. دارد

 ـترت افتـه، بـه   يز ن ي تمـا  يمي مزانـش  يادي بن يها سلول  و  ۳/۴ب  ي
ز ي تمـا  ۴ن در روز    يق استئوکلس ين تحق يدر ا .  بود  برابر ۷۳/۱۲

  ون تـا روز   يزاس ـينراليکـه م   ي داشـت در حـال     يريان چشمگ يب
ش ين افزايز اي ن)۳۵( کولترر و همکارانش. شود ي مشاهده نم۴

ز نـشان دادنـد   ي تما۴را در روز ن  ياستئوکلسان  ير در ب  يچشمگ
ن  را نـشا  يرونـد روبـه کاهـش      وز  ي تما ۷که در روز     يحالدر  

 ـداد و مجددا ب    يم  ـان افزاي ز داشـت کـه   ي تمـا ۲۱ تـا روز  يشي
  . مشاهده شده بود۲۱ن در روز يان ژن استئوکلسيحداکثر ب

  
  يريجه گينت

  اهداف  ن، ازياستئوکلس مانند ياستئوبلاست شاخص هاي ژن     

هماننـد   ياستئوبلاسـت  ياختـصاص  بـرداري  نـسخه  فاکتورهـاي 
RUNX2 ـب راتييتغ اساس، نيا بر .باشند يم    بـا RUNX2 اني

 جيکـه نتـا   بـود  خواهد همراه ها آن يژن اهداف انيب ر درييتغ
ق نـشان داد  ي ـن تحقيج اينتا. ز آن را نشان دادين حاضر قيتحق
 يادي بن يها ز سلول ي بر تما  يطور منف  زوپرترنول به ي ا يدارو که

ز ي تماييخصوص بر مراحل انتها  به( به استئوبلاست    يميمزانش
 ـا. داردر  ي تاث ،)ياستئوبلاست  کـه   دهنـد  ينـشان م ـ  هـا    افتـه ين  ي

 ـبن هـاي  سلول  ـن  انـسان يميمزانـش  اديي م بتـا  يز هـدف تنظ ـ ي
 ـريگ يک قـرار م ـ   يآدرنرژ ک در  ي ـنگ بتـا آدرنرژ   يگناليد و س ـ  ن

پس  .نقش دارد زي ن انسانيميمزانش ادييبن هاي سلولاستئوژنز 
 مـشتق   يهـا  ن اختلاف مشاهده شده در استئوبلاسـت      ياز چند 

 يهـا   گونه يها سه با استئوبلاست  ي در مقا  ينمونه انسان شده از   
 اسـتفاده  ي با منشا انـسان يها ق تنها از سلولين تحقيگر در ا يد

 يشگاهي ـط آزمايج شرايان منجر به استفاده از نتا   ي در پا  کهشد  
 ـ هـم رفتـه ا  يرو. شودIn Vivo در  منجـر بـه   هـا   ن روشي
 تواند يکه م، شود ياستخوان م يولوژيب ش دانش ما دربارهيافزا

 ـکـه باعـث تحر   ديجد يها درمان ی توسعه سمت  ما را به    کي
  .ت کنديشوند هدا ي ماستخوانل يتشک

 ـ تنها از تحل   ي بازجذب استخوان  يها بازدارنده ل اسـتخوان در    ي
 ی کننـد، امـا قـادر بـه بازگردانـدن تـوده            ي م ـ يريمار جلوگ يب

 کـه   ييهـا  ن درمـان  يبنـابرا . باشند ي از دست رفته نم    ياستخوان
به عنـوان درمـان     توانند   ي م شوند يل استخوان م  يمنجر به تشک  

 ي بازجـذب اسـتخوان    يهـا   که مهار کننـده    يماراني در ب  يکمک
 يعوامل جانب  مسلما   .ار کمک کننده باشد   يبس کنند يافت م يدر
 ي اسـتخوان  ياتورهاي نورومـد  ک و يستم آدرنرژ ي س ن دست ييپا
   باشند ي مناسبيمداخلات درمانتوانند  يم
  

  يتشکر و قدردان
  دانـشگاه   يپزشـک  علوم ی دانشکده يمال تيحما با قيتحق نيا     

 ي کارشناسی ان نامهيبرگرفته از پاکه است  شده انجام مدرس تيترب
  .باشد ي و بانک خون ميشگاهي آزماي خون شناسی ارشد در رشته
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Background and Objective: The importance of β-adrenergic signals in bone formation and resorption has 

been well investigated. However, little is known about the role of β -adrenergic signals in osteoblastic 

differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs), which is critically important in bone physiology and 

pharmacology. In this study, RUNX2 and Osteocalcin gene expression were quantified in MSCs 

differentiated by osteoblastic differentiation medium (ODM) and Isoproterenol (ISO). 

Materials and Methods: In this experimental study, human mesenchymal stem cells were treated by 

osteoblastic differentiation medium and ISO. RNA extraction was carried out from both osteoblastic 

differentiation medium at 4 and 21 days of differentiation and from undifferentiated MSCs. RUNX2 and 

osteocalcin gene expression were quantified by quantitative Real Time-PCR. 

Results: Isoproterenol decreased the expression of RUNX2 and osteocalcin genes at 4 and 21 days of 

osteoblastic differentiation. Statistically significant difference was found at 21 days of differentiation 

(P<0.05).   

Conclusion: Isoproterenol negatively affects MSC osteogenesis. These findings suggest that human 

mesenchymal stem cell is also a target for β-adrenergic and may provide valuable treatment option in bone 

diseases.  

 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Osteoblastic differentiation Medium, Beta adrenergic, Isoproterenol, 

RUNX2, Osteocalcin 
  

 


