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( G9a)مهبرکننذه آنزیم  A366 تأثیربررسی 

ی بنیبدی هب سلولبر پتبنسیل استئوژنیک 

 مزانشیمی مغز استخوان رت
 

 2هذیه خبنببن ،1محمود تلخببی

ری علَمگزٍُ ، ضٌبسی سلَلی تکَیٌی سیست استبدیبر .1 ضٌبسی  ستیٍ س جبًَ

طتی، تْزاى،  ایزاىیستیس یداًطکذُ علَم ٍ فٌبٍر، دریب  ، داًطگبُ ضْیذ بْ

، داًطگبُ آساد ضٌبسی سیستگزٍُ ، ضٌبسی سلَلی تکَیٌی دکتزی سیست .2

 زاىی، آهل، ایاسلاه

 (16/2/1399تبریخ پذیزش:  - 4/9/1391)تبریخ دریبفت: 

 

 ذهیچک

یبدی هشاًطیویّب سلَل اًَی ّب سلَل(، MSCs) ی بٌ یبدی چٌذت ی بٌ

ی ببفت ّوبٌذ را داضتِ ٍ ّب دٍدهبىّستٌذ کِ پتبًسیل توبیش بِ 

فزدی اس قبیل تعذیل سیستن ایوٌی ٍ تزضح  بِی هٌحصزّب ٍیضگی

یکی اس  G9aفبکتَرّبی رضذ را دارًذ. آًشین ّیستَى هتیل تزاًسفزاس 

یبدی ّب سلَلفبکتَرّبی دخیل در کٌتزل رفتبر ٍ ٍیضگی بسیبری اس  ی بٌ

در کٌتزل رفتبر ٍ پتبًسیل  G9aبزرسی ًقص  ،رٍ ذ. اس ایيببض هی

MSCs  ویت اس هغش استخَاى رت استخزاج  MSCs ذ.ببض هیدارای اّ

سپس بب استفبدُ اس  ضذُ ٍ در هحیط آسهبیطگبّی کطت ضذًذ.

ٍ عذم بیبى هبرکز  CD73  ٍCD90بیبى هبرکزّبی ی تَهتزیفلَسب

CD45  استخزاجی ّب ػلَلدر‎ ضذُ بزرسی ضذ. سپسMSCs  هطتق اس

اَى ) ی ّب غلظت( در پبسبص سَم بب استفبدُ اس BM-MSCsهغش استخ

( تیوبر ضذًذ. G9a)یک هْبرکٌٌذُ اختصبصی آًشین  A366هختلف 

اَىِ  ، بب استفبدُ اس A366تیوبرضذُ بب  BM-MSCsهیشاى توبیش بِ استخ

ی الیشاریي رد ٍ ًیش بیبى شآهی رًگبزرسی فعبلیت آلکبلیي فسفبتبس ٍ 

چسبٌذُ رضذ  صَرت بِ BM-MSCs ی استخَاًی تعییي ضذ.ّب صى

بٍلاستی/ستبرُکزد صی فیبز  15ّوچٌیي بیص اس داضتٌذ.  ای ُ ٍ هَرفَلَ

هثبت بَدُ ٍ هبرکز  CD73  ٍCD90بزای دٍ هبرکز  ّب ػلَلدرصذ 

CD45 ّوچٌیي تیوبر  کزدًذ. را بیبى ًویBM-MSCs  3، 1بب غلظت 

بِ  ّب ػلَلهَجب کبّص پتبًسیل توبیش  A366هیکزٍهَلار اس  5ٍ 

اًَی ضذ. ّب ػلَلسوت  اَى بِ A366ی استخ کٌٌذگبى  یکی اس تٌظین عٌ

اَى را کب اپی دّذ. استفبدُ اس ایي  ّص هیصًتیکی، پتبًسیل توبیش بِ استخ

ستبسی ّب بزای درهبى سزطبى، هوکي است تزهین ٍ َّهئَ کٌٌذُ تٌظین

 قزار دّذ.  تأثیزببفتی را تحت 
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Abstract  
Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent 

stem cells that have potential to differentiate into 

connective tissue lineages. They also have special 

properties such as immunomodulation and 

secretion of growth factors. Histone 

methyltransferase G9a is one of the factors that 

control stem cells behaviors and features. Hence, it 

is important to study the role of G9a in MSCs 

biological behaviors and potentials. MSCs were 

isolated from rat bone marrow and cultured in 

vitro. Then, the expression of positive markers 

(CD90 and CD 73) and negative markers (CD45) 

were analyzed using flowcytometry. BM-MSCs 

were treated with different doses of A366, and 

then were differentiated to osteocyte. Osteogenesis 

were analyzed using oil red staining and real time-

PCR.  BM-MSCs were expanded as adherent cells 

with fibroblastic morphology. More than 85% of 

cells were positive for CD73 and CD90, and 

negative for CD45. The treatment of BM-MSCs 

with A366 reduced osteogenesis as evaluated by 

oil red staining and gene expression analysis. 

A366, as an epigenetic regulator decreases the 

osteogenic potential of BM-MSCs. Use of these 

regulators for cancer therapy, might influence 

tissue regeneration and homeostasis.   

 

Keywords: A366, Epigenetics, G9a, 

Mesenchymal stem cell, Osteogenesis.  
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 مقذمه
 يیذًـتبیالىؼبًذس فشاػت وِ  ػبل 40اص  ؾثی

  ( سا وـف وشدMSCsی )ویهضاًـ یبدیثٌ یّب ػلَل
(Afanasyev et al., 2009.) اثتذا دس هغض ّب  آى

ی ّب ػلَلهـخق ؿذ وِ  اػتخَاى ؿٌبختِ ؿذًذ ٍ
 ثبلایی داسًذ. یپزیش اًؼطبف ثٌیبدی چٌذتَاًی ّؼتٌذ ٍ

 اص ّب ػلَلدس هغض اػتخَاى، ایي  MSCsثؼذ اص وـف 
، خَى ثٌذ ًبف، یطیاص خولِ خَى هح گشید یّب ثبفت
خذاػبصی ؿذًذ  ی، للت ٍ ثبفت چشثیاػىلت چِیهبّ

(Freitag et al., 2016). ی ّب ثبفتدس ّب  آى حضَس
 نیدس تشهّب  آى یاص ًمؾ رات یثذى حبوهحتلف 

هٌجغ  يیثْتشت، ّشچٌذ آًْبػ یٍ ثبصػبص ّب ثبفت
MSC ثضسگؼبلاى ٌَّص ًبؿٌبختِ اػت (Caplan, 

هـتك اص  MSCs. ثب ٍخَد اختلافبت اًذوی وِ (2009
ی هختلف دسهحیط وـت اختلبكی، ّب ثبفت

هبسوشّبی ػطحی ٍ پتبًؼیل توبیضی داسًذ، اهب 
ی اًدوي ػلَل دسهبًی توبم ّب هلانثشاػبع 

MSCs  :1ثبیذ حذالل دس ػِ ٍیظگی هـتشن ثبؿٌذ )
 ستكَ ثِتَاًبیی چؼجیذى ثِ ظشٍف وـت ٍ تىثیش 

چَى  یی ػطحیّبشهبسو( ثیبى 2ی چؼجٌذُ، ّب ػلَل
CD90 ،CD73 ،CD105  یهبسوشّبٍ ػذم ثیبى 

  CD34، CD45  ٍCD11b ی لجیلخًَؼبص ٍ ػشٍل
 یّب ػلَل، ی اػتخَاًیّب ػلَل ( تَاًبیی توبیض ث3ٍِ 

 ,.Dominici et al) یچشث یّب ػلَلٍ  یغضشٍف

2006).  
 تىثیش  MSCsّوچٌیي هـخق ؿذُ اػت وِ  

 یّب ػلَلٍ اص ثلَؽ  وشدُسا ػشوَة  T یّب ػلَل
ٌذ وِ هٌدش ثِ وٌ هی یشیخلَگ یذیلَئیه هیتیدًذس

ضذ یه ػبهل  ػٌَاى ثٍِ  تٌظین ػیؼتن ایوٌی ؿذُ 
ػلاٍُ . (Djouad el al,. 2009) ٌذوٌ هیی ػول التْبث

 ضیتوب لیثذى ٍ پتبًؼ یوٌیا ؼتنیػوٌٌذگی  ثش تٌظین
ّبیی چَى فبوتَس MSCs، هختلفی ّب دٍدهبىثِ 

TGFβ، VEGF  ٍEGF  ٍ ُثبػث سا تشؿح وشد
ؿذُ، سگضایی سا تحشیه وشدُ ٍ  بفتث نیتشه هیتحش
دیذُ سا افضایؾ  دس ًَاحی آػیت ّب ػلَلػبیش  یثمب

ؿذُ اػت  . هـخق(Gazit et al., 2019) دٌّذ هی
 MSCsفشد  ی هٌحلشثِّب ٍیظگیوِ ثؼیبسی اص ایي 

 دؿَ هیی وٌتشل طًتیى اپیی ّب هىبًیضمتَػط 
(Teven et al., 2011; Yin et al., 2019 .)

ٍساثت ٍ لبثل طى  نیتٌظ هیهؼوَلاً ثِ  طًتیه اپی
ثش تَالی  تأثیشثذٍى  وِد ؿَ هیگفتِ  هذت یطَلاً

DNA د. هـخق ؿَ هی ّب طى بىیث، ثبػث تغییش دس
هبًٌذ  یىیَلَطیث یّب ٍیظگیؿذُ اػت وِ ثؼیبسی اص 

تَػط ثبفت  یثبصػبص ٍ ،تىثیش، هْبخشت ،ػلَل ضیتوب
 َىیلاػیهتد. ؿَ هیاًدبم  یطًتیى اپیی ّب هىبًیضم
 ی هْن اػت وِطًتیى اپییىی اص تغییشات  ّب ّیؼتَى

لاص وٌتشل یل تشاًؼفشاص ٍ دهتیهت یّب نیتَػط آًض
یىی اص  G9a (.Fabrizio et al., 2019)  دؿَ هی

ّب دس پؼتبًذاساى اػت وِ تشاًؼفشاص لیهتتشیي  اكلی
( سا هتیلِ H3-K9) 9 يیضیل یاختلبك كَست ثِ

دس تىَیي  G9a(. Nicetto et al., 2019) وٌذ هی
( ثیبى ّب ػشطبىًشهبل ٍ ًیض دس ؿشایط پبتَلَطیه )هثل 

 یوِ داسا ییٌْبیخٌ وِد. هـخق ؿذُ اػت ؿَ هی
ّؼتٌذ دس هشاحل  G9a نیخْؾ ًمق ػولىشد دس آًض

 & Eisenberg) سًٍذ یه يیاص ث یٌیخٌ ییاثتذا

Eisenberg, 2019.) هىبًیؼن هی ّبی اخیش دس ػبل 
لیضیي  َىیلاػیٍ ده َىیلاػیلیؿبهل هتهْن  هیطًت یاپ

 ، ؿٌبػبیی ؿذُ اػت وِ تَػطH3ّیؼتَى   27ؿوبسُ 
اًدبم ؿذُ  KDM6A لاصیٍ دهت EZH2تشاًؼفشاص  لیهت

ثشد،  پیؾ هیسا  یاػتخَاً یّب ػلَلثِ  MSCsٍ توبیض 
 دبدیثبػث ا KDM6ثیبى ثیؾ اص اًذاصُ  وِ طَسی ثِ

 .(Hemming et al., 2014) دؿَ هی یپَو ضیتوب
ثب ّوىبسی  G9aّوچٌیي هطبلؼبت ًـبى دادُ اػت وِ 

Runx2 وٌذ هی یض اػتَطًیه ٍ وٌذسٍطًیه سا المبتوب 
(Purcell et al., 2012; Liu et al., 2015) ػلاٍُ ثش .

اص  یاًؼبً یّب ػشطبىاص  یبسیدس ثؼ G9a نیآًضآى، 
ثشای ؿشٍع د ٍ ؿَ هی بىیث ضیخولِ پشػتبت ٍ ؿؾ ً

 & Gozani) ضشٍسی اػت ّب ػشطبىهتبػتبص دس ایي 

Husmann, 2019.) 

دس هٌْذػی ثبفت  MSCsاػتفبدُ  وِ ایيثب تَخِ ثب 
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افضایؾ اػتخَاى ٍ غضشٍف ٍ ًیض ػلَل دسهبًی دس حبل 
ی ثبلیٌی هتؼذدی ثب اػتفبدُ اص ایي ّب اػت ٍ وبسآصهبیی

ی اػتخَاًی ٍ ّب ثشای دسهبى ثیوبسی ّب ػلَل
ی ّب هىبًیضماًدبم ؿذُ اػت، لزا ؿٌبخت  ّب ؿىؼتگی

ضشٍسی اػت.  MSCsدسگیش دس وٌتشل پتبًؼیل توبیضی 
G9a ِیه فبوتَس ولیذی دس وٌتشل سفتبس ػٌَاى ث 

MSCs یه سٍیىشد دسهبًی ثشای  َاىػٌ ثٍِ ًیض  ّب
 گشاى پظٍّؾوٌتشل ػشطبى، هَسد تَخِ ثؼیبسی اص 

ذ. ثشسػی ػولىشد ایي آًضین دس وٌتشل اػتئَطًض ثبؿ هی
MSCs دس  ّب ػلَلذ هٌدش ثِ اػتفبدُ ثْتش ایي تَاً هی

وبسثشدّبی دسهبًی، كٌؼتی ٍ تحمیمبتی ؿذُ ٍ وبسایی 
گیْب سا ثْجَد ٍ ؿىؼت ّب ثبفتسا دس تشهین  ّب ػلَلایي 

ثجخـذ. ّوچٌیي هْبس ایي آًضین ثشای وٌتشل هتبػتبص، 
لشاس دّذ،  تأثیشسا تحت  MSCsذ ػولىشد ٍ سفتبس تَاً هی

هْبس ایي آًضین  تأثیشوِ  سػذ هیلزا ثؼیبس ضشٍسی ثِ ًظش 
ی ثذى هطبلؼِ ؿَد. دس ّب ػلَلٍ ًیض ػبیش   MSCsثش 

هـتك اص هغض  MSCsدس  G9aایي هطبلؼِ ػولىشد آًضین 
( ثب اػتفبدُ اص یه وَچه BM-MSCsاػتخَاى ست )

هْبس ؿذُ ٍ هیضاى  A366هَلىَل اختلبكی ثِ ًبم 
 هَسد اسصیبثی لشاس گشفت. ّب ػلَلپتبًؼیل اػتئَطًیه 

 

 هب مواد و روش
 BM-MSCsو كشت  یجذاسبز

هبِّ اص پظٍّـگبُ سٍیبى تْیِ   تب ػِ دٍثب ػي  ّب ست
 َّؽ ثیؿذُ ٍ ثِ اتبق تـشیح هٌتمل ؿذُ ٍ ثب ولشٍفشم 

ی هغض اػتخَاى، طجك یه ّب ػلَلؿذًذ. ػپغ 
 ّب ػلَلپشٍتَول اػتبًذاسد خذاػبصی ؿذُ ٍ ػپغ 

 +DMEMّوشاُ هحیط وـت وبهل ) ثِ

15%FBS+Pen/Strep چبّىی  ؿؾ( ثِ یه پلیت
 ,.Baghaban Eslaminejad et al) هٌتمل ؿذًذ

 ػپغ ظشٍف هَسدًظش ثِ دسٍى اًىَثبتَس .(2008
CO2داس (°

C 37، 5% O2 ،95%CO2 ذ. ی( هٌتمل گشد
ای وِ هَسفَلَطی فیجشٍثلاػتی  ی چؼجٌذُّب ػلَل

ی ثٌیبدی هضاًـیوی هـتك اص هغض ّب ػلَلداؿتٌذ 
ض ی( دس ًظش گشفتِ ؿذًذ. تؼBM-MSCsَاػتخَاى )

ىجبس اًدبم ؿذ ٍ ثؼذ اص یسٍص  ػِّش  ّب ػلَل طیهح
 ثب اػتفبدُ اص ّب ػلَلثِ تشاون هٌبػت،  ّب ػلَلسػیذى 

Trypsin/EDTA .پبػبط دادُ ؿذًذ 
 

  BM-MSCsبررسی مبركرهبی سطحی 

فبلذ هبسوش اختلبكی  BM-MSCs وِ آًدبییاص
ای  ّؼتٌذ لزا ثشاػبع ثیبى ٍ ػذم ثیبى هبسوشّبی ٍیظُ

ؼِ ثشای اثجبت ًذ. دس ایي هطبلؿَ هیتـخیق دادُ 
 CD90 ،CD73، هبسوشّبی ػطحی ّب ػلَلهبّیت 

 ٍCD45 كَست وِ  يهَسد ثشسػی لشاس گشفتٌذ. ثِ ای
BM-MSCs  ؿذُ ٍ  ػِ تشیپؼیٌِهـتك دس پبػبط

 µlit100هَسد ؿوبسؽ ػلَلی لشاس گشفتٌذ. ػپغ 
ّضاس ػلَل دس  250حبٍی  PBS/EDTAهحلَل 

پٌح ی هخلَف فلَػبیتَهتشی لشاس دادُ ؿذًذ. ّب لَلِ
 CD90 ،CD73) ّب ثبدی آًتیاص ّش وذام اص هیىشٍلیتش 

 ٍCD45  ّوِ اص ؿشوت(Bioscience BD ثِ ّش )
 30 هذت ثِ ّب خذاگبًِ افضٍدُ ؿذ ٍ لَلِ كَست ثِلَلِ 

 دس اداهِ  دسخِ ٍ دس تبسیىی اًىَثِ ؿذًذ. 4دلیمِ دس 
µlit 100، PBS/EDTA َلِ افضٍدُ ؿذُ ٍ ثِ ل

ػبًتشیفیَط ؿذُ ٍ  RPM 1200دلیمِ  5 هذت ثِ
هحلَل سٍیی اص سٍی سػَة ػلَلی خذا ؿذ ٍ 

µlit100، PBS/EDTA  ٍ ُثِ سػَة افضٍدُ ؿذ
ٍ ّوَطى ؿذ.   حل PBS/EDTAسػَة دس  وبهلاً

 ؿذُ ثب اػتفبدُ اص فلَػبیتَهتشی هحلَل ػلَلی آهبدُ
(FACSCalibur; BD Biosciencesث  ) شسػی ؿذ

افضاس  ی فلَػبیتَهتشی ثب اػتفبدُ اص ًشمّب ٍ دادُ
flowing software  (BD Biosciences)  آًبلیض

 ؿذًذ.

 
 به غضروف  BM-MSCsتمبیس 

وـت وَچه  سٍؽ ثب اػتفبدُ اصتوبیض ثِ غضشٍف 
اػتفبدُ ؿذ. ثشای ایي ( micromass cultureتَدُ )

 15 ػلَل ثِ یه لَلِ 000/200 ثِ تؼذادهٌظَس 
دٍس دس دلیمِ  1200ثب  ّب ػلَلی هٌتمل ؿذ. لیتش هیلی

دلیمِ ػبًتشیفیَط ؿذًذ. ػپغ هحیط سٍیی  5 هذت ثِ
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 ؿبهل هحیط) تخلیِ ؿذُ ٍ هحیط وٌذسٍطًیه
DMEM  گشم هیلی 50 ،حبٍی ITS+premix ، 10 

 ،TGF-B3 سؿذ ًبًَگشم فبوتَس BMP-6، 10ًبًَگشم 
  (FBSدسكذ  1ٍ  آلجَهیي ػشم گبٍی گشم هیلی 25/1
تِ لَلِ اضبفِ ؿذ.  سػَة دادُ دسػلَلی  یّب پلتثِ 

 ػِ هذت ثِسٍص یىجبس  3-4 ّش غضشٍف هحیط توبیض
ػپغ ثؼذ اص اًدبم هشاحل ثبفتی ٍ  ّفتِ تؼَیض ؿذ.

ی آهیض سًگ ثب اػتفبدُ اص ّب گیشی، ًوًَِ ثشؽ
 هَسد اصسیبثی لشاس گشفتٌذ. اختلبكی تَلَئیذى ثلَ

 
 یچرب هبی سلولبه   BM-MSCsس یتمب

BM-MSCs  ّضاس ػلَل  100دس پبػبط ػَم ثِ تؼذاد
وـت  یچبّى ؿؾّش چبّه ظشٍف وـت  اصای ثِ

دسكذ اص  80 جبًیتمش ّب ػلَل وِ ایيؿذًذ. ثؼذ اص 
 ّب ػلَل طیسا اؿغبل وشدًذ، هح ّب چبّههؼبحت وف 

-BMوـت  طی)هح یثِ چشث ضیتوب ظُیٍ طیثب هح

MSCs ِ500 ،دگضاهتبصٍى ىشٍهَلاسیه هی ّوشاُ ث 
 ي،یاًؼَل ىشٍهَلاسیه 5 ،يیصاًت لیضٍثَتیىشٍهَلاس ایه

ٍ  فؼفبت -2 هیاػىَسث لیتش هیلیدس  ىشٍگشمیه 200
 ّب ػلَلؿذ.  يیگضی( خبيیٌذٍهتبػیا ىشٍهَلاسیه 200

فَق وـت ٍ  یضیتوب طیّفتِ دس هح ػِ هذت ثِ
 یچشث ضیتوب ضاىیّفتِ ػَم ه بىیؿذًذ. دس پب یًگْذاس

 لشاس گشفت. یبثیل هَسد اسصیاٍ یآهیض سًگثب اػتفبدُ 
 

 استخوانی  هبی سلولبه   BM-MSCsس یتمب

BM-MSCs  ّضاس ػلَل  100دس پبػبط ػَم ثِ تؼذاد
چبّىی وـت  ؿؾّش چبّه ظشٍف وـت  اصای ثِ

دسكذ اص هؼبحت وف  80 تمشیجبً وِ ایيؿذًذ. ثؼذ اص 
پَؿیذُ ؿذ، هحیط  BM-MSCsتَػط  ّب چبّه
، µM1ی ّب غلظتثب هحیط وبهلِ حبٍیِ  ّب ػلَل
µM3  ٍµM5  وَچه هَلىَلA366  ُتؼَیض ؿذ

دٍ سٍص دس ایي هحیط وـت ؿذًذ. ػپغ  هذت ثٍِ 
ثب هحیط ٍیظُ توبیض ثِ اػتخَاى  ّب ػلَلهحیط 

خبیگضیي ؿذ. هحیط توبیض ثِ اػتخَاى ؿبهل هحیط 
هیىشٍهَلاس  10 ّوشاُ ثِ BM-MSCsوـت وبهل 

-2اػىَسثیه  لیتش هیلیهیىشٍگشم دس  50 ،دگضاهتبصٍى
ثتب گلیؼشٍل فؼفبت ثَد.  هَلاس هیلی 10فؼفبت ٍ 

ّفتِ دس ایي هحیط توبیض اػتخَاى  3 هذت ثِ ّب ػلَل
وـت ٍ ًگْذاسی ؿذًذ. دس طَل ایي هذت ّش ػِ سٍص 
یىجبس تؼَیض هحیط اًدبم ؿذ. دس پبیبى ّفتِ ػَم 

ی آلیضایي سد، آهیض سًگض اػتخَاًی تَػط هیضاى توبی
(، هیضاى ALPثشسػی هیضاى فؼبلیت آلىبلیي فؼفبتبص )

 Real Time-PCRسػَة هبتشیىغ هؼذًی ٍ ًیض 
 . هَسد اسصیبثی لشاس گشفت

 
 ارزیببی میسان تمبیس به استخوان 

دس پبیبى هذت توبیض ثِ اػتخَاى )ّفتِ ػَم(، هحیط 
ؿؼتـَ  PBSثب  ّب لَلػخبسج ؿذُ ٍ  ّب ػلَلسٍیی 

ىل ثب اػتفبدُ اص پشٍت ّب ػلَلدادُ ؿذًذ. ػپغ 
ی ؿذًذ ٍ آهیض سًگی آلیضاسیي سد آهیض سًگاػتبًذاسد 

ثب اػتفبدُ اص هیىشٍػىَة ایٌَست هدْض ثِ دٍسثیي 
 Baghaban)هَسد ثشسػی لشاس گشفتٌذ 

Eslaminejad et al., 2008.)  ػبصی وویثشای 
  chlorideسًگ آلیضاسیي سد دسٍى ّش چبّه، هحلَل 

cetylpyridinium (CPC)  ِاضبفِ ؿذُ  ّب چبّهث
دسخِ لشاس گشفتٌذ. ػپغ  37ػبػت دس  دٍ هذت ثٍِ 

ی ّب چبّههمذاسی اص هحلَل سًگی ّش چبّه ثِ 
تَػط  ّب چبّىی هٌتمل ؿذُ ٍ خزة ًوًَِ 96ظشٍف 

لشائت  405دس  ELISA Reader microدػتگبُ 
 ؿذ.

ی ّب ػلَلدس  ALPدس ایي هطبلؼِ هیضاى فؼبلیت 
( ٍ ab83369اػتخَاًی ثب اػتفبدُ اص ویت اختلبكی )

طجك دػتَسالؼول ؿشوت ػبصًذُ هَسد ثشسػی لشاس 
 p-nitrophenyl phosphateگشفت. دس ایي ویت 

(pNPP )ِیه ػَثؼتشا لشاس گشفتِ ٍ ثِ دًجبل  ػٌَاى ث
 وٌذ هی، تَلیذ سًگ صسد ALPػط دفؼفشیلِ ؿذى تَ

ًبًَهتش لبثل  405وِ همذاسآى تَػط پلیت سیذس ٍ دس 
 ی اػت.  گیش اًذاصُ

 
 ی استخوانیهب سلولی ویصه هب شنبررسی بیبن 
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ؿذُ ثب تیوبس BM-MSCsی اػتخَاًی وِ اص ّب ػلَل
حبكل ؿذُ ثَدًذ ثشای  A366هیىشٍهَلاس  ػِغلظت 

ؿبهل آلىبلیي  ی ٍیظُ اػتخَاىّب طىثشسػی ثیبى 
(، فبوتَس OCN(، اػتئَولیي )ALP) فؼفبتبص
Runt (RUNx2 ٍ )هشتجط ثب  2ثشداسی ًَع  ًؼخِ

 9ی ًَع ثشداس ًؼخِ( ٍ فبوتَس OSXآػتشیىغ )
SRY (Sox9اػتفبدُ ؿذًذ. اػتخشاج ) RNA  ثب

 اًدبم ؿذ.RNAeasy (Qiagene )ویت  اػتفبدُ اص
ثشای اػتفبدُ اص ویت اص دػتَسالؼول ؿشوت ػبصًذُ 

، ػٌدؾ ویفی ٍ RNAپغ اص اػتخشاج تجؼیت ؿذ. 
 2ػپغ همذاس  اًدبم ؿذُ ٍ ،ؿذُ اػتخشاج RNAووی 

 ول ثشداؿتِ ؿذُ ٍ ثشای ػٌتض RNAهیىشٍگشم اص 
cDNA  .یتلبدف ّبیدب اص ّگضاهشیٌدس ااػتفبدُ ؿذ 

 RevertAidTM H Minusت یوش ٍ ویپشا ػٌَاى ثِ

M-Mulv RT cDNA synthesis  ُؿذ. ػپغ اػتفبد
 دػتگبُثب اػتفبدُ اص  ّب طىهیضاى ثیبى 

RotorGene6000 (Corbet )ثب اػتفبدُ اص ٍ Power 

SYBR Green PCR Master Mix  هحلَل(
Takara )اصاًدبم ؿذ .GAPDH ِوٌتشل داخلی  ػٌَاى ث

ی ٍیظُ اػتخَاى ًؼجت ّب طىاػتفبدُ ؿذ ٍ هیضاى ثیبى 
 ثِ گشٍُ وٌتشل اسصیبثی ؿذ. 

 
 آنبلیسهبی آمبری

 اًدبم یىیَلَطیث لهؼتم تىشاس ػِ دسّب  ؾیصهبآ توبم
 تؼییي. دس هَسد آصهبیـی لیذ ؿذُ ثبؿذ وِ ایي، هگش ؿذ

 ثب one-way ANOVA اص ّب دادُ آهبسی ثَدىداس هؼٌی
 ثْشُ SPSS/PC + statistics 16.0 افضاس ًشم اص اػتفبدُ

. ؿذ تؼییي 05/0 ػطح دس ّبدادُ یداس هؼٌیؿذ ٍ  گشفتِ
 ± mean) هؼیبس اًحشاف ± هیبًگیي كَست ثِ ّب دادُ ّوِ

SD) اًذ ؿذُ اسائِ خذاگبًِ تىشاس ػِ حذالل ثشای . 
 

 نتبیج
ی بنیبدی مسانشیمی هب سلولمبهیت  تأییذ

 (BM-MSCsشذه از مغس استخوان ) استخراج

ی هـتك اص هغض اػتخَاى ست دس هحیط ّب ػلَل
تىثیش ؿذًذ ٍ دس پبػبط  وـت ٍ BM-MSCsاختلبكی 

هَسد  ّب ػلَلػَم، هبّیت ثٌیبدی هضاًـیوی ثَدى 
(. ثشسػی هیىشٍػىَپی 1ثشسػی لشاس گشفت )ؿىل 

-BMدس پبػبطّبی هحتلف ًـبى داد وِ  ّب ػلَل

MSCs ِچؼجٌذُ سؿذ وشدُ ٍ هَسفَلَطی  كَست ث
دس  ّب ػلَل(. ّوچٌیي A-1فیجشٍثلاػتی داؿتٌذ )ؿىل 

ی اختلبكی تیوبس ؿذًذ ّب پبػبط ػَم ثب اػتفبدُ اص هحیط
 سًگی اختلبكی ّب ٍ ثؼذ اص توبیض ثب اػتفبدُ اص سًگ

ثب ثبصدُ ثبلا ثِ  ّب ػلَلی ؿذُ ٍ هـخق ؿذ وِ آهیض
 ٌذ. )ؿىلوٌ هیپیذا  ػوت ایي ػِ سدُ هضاًـیوی توبیض

1-A  ّوچٌیي ثشسػی .)BM-MSCs  دس پبػبط ػَم
ثشای  ّب ػلَل دسكذ 85ًـبى داد ًـبى داد وِ ثیؾ اص 

 CD45هثجت ثَدُ ٍ هبسوش  CD73  ٍCD90دٍ هبسوش 
ی ػِ گبًِ ٍ ّب ( ثشسػیB-1سا ثیبى ًوی وشدًذ )ؿىل 

اػتبًذاسد فَق )هَسفَلَطی ٍ وـت، پتبًؼیل توبیضی ٍ 
ؿذُ اص  ی اػتخشاجّب ػلَلػطحی( ًـبى دادًذ وِ  هبسوش

ی ّب ػلَلهغض اػتخَاى ست ّش ػِ ٍیظگی ولیذی 
 (. BM-MSCsثٌیبدی هضاًـیوی سا داؿتٌذ )

 
 Real Tim-PCRشای ی هَسد اػتفبدُ ثپشایوشّب .1 جذول

Gene Forward primer Reverse primer 

ALP AACCTGACTGACCCTTCCCTCT TCAATCCTGCCTCCTTCCACTA 

OSX GATGGCGTCCTCTCTGCTT TATGGCTTCTTTGTGCCTCC 

OCN GAGGGCAGTAAGGTGGTGAA GTCCGCTAGCTCGTCACAAT 

OPN GAGGAGAAGGCGCATTACAG GTCATCGTCGTCGTCATCAT 

Col1a1 CAGGTCTCGGTCATGGTACCT GTCGAGGGCCAAGACGAA 

RUNX2 GGACGAGGCAAGAGTTTCAC GAGGCGGTCAGAGAACAAAC 

GAPDH TGCTGAGTATGTCGTGGAGT CGGAGATGATGACCCTTTTG 
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 ی ثٌیبدی هضاًـیوی.ّب ػلَلپبػبط دس ؿشایط اػتبًذاسد  3 هذت ثِثؼذ اص وـت  BM-MSCsاسصیبثی هبّیت   .1شکل 

A )ی چؼجٌذُ ٍ فیجشٍثلاػتی ؿىل سؿذ وشدُ ٍ پتبًؼیل توبیض ثِ ّب ػلَل كَست ثِی هؼتخشج اص هغض اػتخَاى دس هحیط وـت ّب ػلَل
 سا ثیبى ًوی وشدًذ. CD45سا ثیبى وشدُ ٍ  CD73  ٍCD90هبسوشّبی  ّب ػلَل( ایي Bشثی، اػتخَاى ٍ غضشٍف سا داؿتٌذ؛ چ

 
 مبریت BM-MSCs کیاستئوشن لیكبهش پتبنس

  A366شذه بب كوچک مولکول 

ثش فشایٌذ  A366 هیىشٍهَلاس 5ٍ  3، 1 یّب غلظتاثشات 
دس پبػبط ػَم ثشسػی ؿذ.  BM-MSCsتوبیض اػتخَاًی 

ی توبیض ّب ػلَلثشسػی سػَة هبتشیىغ هؼذًی تَػط 
ثب اػتفبدُ  BM-MSCsیبفتِ اػتخَاى حبكل اص توبیض 

 آلیضاسیي سد اسصیبثی ؿذ )ؿىل ی اختلبكیآهیض سًگاص 
2-Aخَثی اًدبم ِ (. دس گشٍُ وٌتشل توبیض اػتخَاى ث

 ّب چبّهی وف ّب ػلَلؿذُ ثَد ٍ ثخؾ ػوذُ ایی اص 
ی آلیضاسیي سد ثِ سًگ لشهض لبثل آهیض سًگثب اػتفبدُ اص 

ی تیوبس، ثب ّب گشٍُ(. دس A-2 تـخیق ثَدًذ )ؿىل
 طَس ثِ، هیضاى توبیض اػئَطًیه A366افضایؾ غلظت 

 5دس غلظت  وِ طَسی ثِلبثل تَخْی وبّؾ یبفت، 
 تٌْب تؼذادی اًذوی ػلَل ٍ هبتشیىغ اطشافهیىشٍهَلاس 

ی آلیضاسیي سد سًگ گشفتٌذ آهیض سًگثب اػتفبدُ اص ّب  آى
ی ّب ػلَلّوچٌیي ثشای اثجبت هبّیت  (.A-2 )ؿىل

تیوبسؿذُ ثب  BM-MSCsاػتخَاًی توبیض یبفتِ اص 
ی اختلبكی ّب طى، ثیبى A366هیىشٍهَلاس  3غلظت 

(، آلىبلیي Col1a1) a1ًَع  ،1اػتخَاى )ولاطى 
(، فبوتَس OCN(، اػتئَولیي )ALP) فؼفبتبص
Runt (RUNx2 ،)هشتجط ثب  2ی ًَع ثشداس ًؼخِ

 Real Time-PCRثب اػتفبدُ اص  )(OSXآػتشیىغ )
(. ًتبیح ًـبى داد B-2هَسد ثشسػی لشاس گشفت )ؿىل 

تش اص گشٍُ  ی هَسد ثشسػی پبییيّب طىوِ ثیبى توبم 
  (.B-2ذ )ؿىل ثبؿ هیوٌتشل 

 سًگّوچٌیي همذاس سًگ آلیضاسیي سد ثؼذ اص اًدبم 
ؿذُ اص  ی اػتخَاًی هـتكّب ػلَلی ّب ػلَلی آهیض

BM-MSCs ی هختلف ّب غلظتؿذُ ثب تیوبسA366  ٍ
(. C-2 ووی اسصیبثی ؿذ )ؿىل كَست ثِگشٍُ وٌتشل 

وِ دس ًوَداس لبثل هـبّذُ اػت همذاس سًگ دس طَس ّوبى
ٍ  5، 30حذٍد  تشتیت ثِهیىشٍهَلاس  5ٍ  3، 1ی ّب گشٍُ

ثب  دّذ هیذ وِ ًـبى ثبؿ هیدسكذ گشٍُ وٌتشل  3
هیضاى سػَة هبتشیىغ هؼذًی  A366افضایؾ غلظت 

 یبثذ هیتوبیض اػتخَاًی اػت( وبّؾ  دٌّذُ ًـبى)وِ 
ًؼجت ثِ گشٍُ وٌتشل  ّب گشٍُوِ ایي وبّؾ دس توبم 

 (.C-2( )ؿىل>005/0P-valueثَد ) داس هؼٌی كَست ثِ
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 .A366ثب وَچه هَلىَل  BM-MSCsوبّؾ پتبًؼیل توبیض ثِ اػتخَاى ثؼذ اص تیوبس  .2شکل 

A )ی اػتخَاًی توبیضیبفتِ اص ّب ػلَلی هبتشیىغ هؼذًی آهیض سًگی آلیضاسیي سد ثشای آهیض سًگBM-MSCs ؿذُ ثب تیوبسA366 ثب .
ی اػتخَاًی هـتك اص ّب ػلَلی ٍیظُ اػتخَاًی دس ّب طىثیبى  (B گشفتِ وبّؾ یبفتِ اػت؛ ی سًگّب هفذاس ثخؾ A366افضایؾ غلظت 
BM-MSCs  هیىشٍهَلاس  3تیوبس ؿذُ ثب غلظتA366ًذ. ثبؿ هیدس گشٍُ وٌتشل  ّب طىًلف ثیبى  ، تمشیجبC همذاس سًگ آلیضاسیي سد )

 طَس ثِؿذُ ًؼجت ثِ وٌتشل ی تیوبسّب گشٍُ، دس توبم BM-MSCsیبفتِ اص ی اػتخَاًی توبیضّب ػلَلؼذًی ؿذُ ثِ هبتشیىغ ه خزة
، >05/0P) دّذ هیسا ًـبى  داس هؼٌیًؼجت ثِ گشٍُ وٌتشل وبّؾ  ّب گشٍُدس توبم  ALP ( ػولىشد آًضینD. دّذ هیوبّؾ ًـبى  داس هؼٌی

 (اًذ. اسایِ ؿذُهؼیبس  اًحشاف ±هیبًگیي كَست ثِ ّب دادُ :**

 
، هیضاى ػولىشد A366ّوچٌیي ثب افضایؾ غلظت 

ALP 2وبّؾ ًـبى داد )ؿىل-Dِوِ دس  طَسی . ث
هیىشٍهَلاس  5ٍ  3، 1ّبی  ّبی تیوبس ؿذُ ثب غلظت گشٍُ

A366ِ5ٍ  18، 25تشتیت دس حذٍد  ، فؼبلیت آًضین ث 
ّب  وبّؾ دس توبم گشٍُ دسكذ گشٍُ وٌتشل ثَد وِ ایي

(. >005/0P-valueداس ثَد ) ًؼجت ثِ گشٍُ وٌتشل هؼٌی
ثب  BM-MSCsدّذ وِ تیوبس  ایي ثشسػی ًـبى هی

هَخت وبّؾ هـخلی دس  A366هَلىَل  وَچه
 ؿَد. ّب هی پتبًؼیل توبیض اػتئَطًیه ػلَل

 

 گیری بحث و نتیجه

یىی اص فبوتَسّبی  G9aآًضین ّیؼتَى هتیل تشاًؼفشاص 

اػت وِ ثب اًتمبل گشٍّبی هتیل ثِ  طًتیه اپی
سا  MSCsذ سفتبسّبی ػلَلی تَاً هیی خبف ّب ّیؼتَى
لشاس دّذ. دس ایي هطبلؼِ ثِ ثشسػی ًمؾ  تأثیشتحت 
G9a  دسBM-MSCs  دس ؿشایطin vitro  .پشداختِ ؿذ

 G9aهْبس  تأثیشوِ دس ایي هطبلؼِ ّذف ثشسػی  آًدبییاص
ثَد، لزا اثتذا ثبیذ  BM-MSCsثش پتبًؼیل اػتئَطًیه 

ؿذ. ثِ ایي  ی اػتخشاج ؿذُ اثجبت هیّب ػلَلَّیت 
هَسد اسصیبثی لشاس  MSCsهٌظَس ػِ ٍیظگی ولیذی 

 كَست ثِ( هَسفَلَطی ٍ ٍیظگی تىثیش 1ؿبهل:  تگشف
( پتبًؼیل توبیض ثِ اػتخَاى، 2چؼجٌذُ ثِ ظشٍف وـت، 

( ثیبى هبسوشّبی هخلَف 3چشثی ٍ غضشٍف ٍ 
ی هضاًـیوی ٍ ػذم ثیبى هبسوشّبی خًَی. ثِ ّب ػلَل
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ی اػتخشاج ؿذُ اص هغض اػتخَاى، ّب ػلَلایي كَست وِ 
 ّوشاُ ثِ MSCs  (DMEMدس هحیط وـت اختلبكی 

ی فَق ّب ٍیظگیدسكذ ػشم( وـت ؿذًذ. اسصیبثی  15
ی ّب ػلَلی اػتخشاج ؿذُ هبّیت ّب ػلَلًـبى داد وِ 

 كَست ثِهطبلؼِ  ثٌیبدی هضاًـیوی داؿتٌذ ٍ دس ایي
BM-MSCs .ًبهگذاسی ؿذًذ 

 A366هیىشٍهَلاس  3تب غلظت  وِ تمشیجبً آًدبییاص
ٍ اص غلظت  وٌذ ویتغییش خبكی ً ّب ػلَلسفتبس تىثیشی 

 ّب د )دادُؿَ هیثِ ثبلا اػت وِ اثشات هْبسی آؿىبس  5
اًذ(، لزا دس ایي هطبلؼِ ثشای ثشسػی ًمؾ هْبس  چبح ًـذُ

، تٌْب BM-MSCsؼیل اػتئَطًیهِ ثش پتبً G9aآًضین 
ثشسػی ؿذ. ثشسػی فؼبلیت آًضین  A366ػِ غلظت اص 

ی آلیضاسیي سد، ٍ ثشسػی ثیبى آهیض سًگالىبلیي فؼفبتبص، 
ی ّب غلظتؿذُ ثب بستیو BM-MSCsطًی ًـبى داد وِ 

وبّؾ پتبًؼیل اػتئَطًیه سا ًـبى  A366هختلف 
ذ تَاً هیًیض  A366ی پبییي ّب غلظتدٌّذ وِ حتی  هی

هْبسی داؿتِ  تأثیش BM-MSCsثش پتبًؼیل اػتَطًیه 
طى ٍیظُ اػتخَاًی ؿبهل  پٌحثبؿذ. دس ایي هطبلؼِ ثیبى 

ALP ،OCN ،RUNx2  ،OSX  ٍSOX9  هَسد
 دٌّذُ ًـبىی فَق ّب طىثشسػی لشاس گشفت. ثیبى ثبلای 

. وٌذ هی تأییذی هَسد ثشسػی سا ّب ػلَلتوبیض اػتئَطًیه 
ی ٍیظُ اػتخَاى دس گشٍُ وٌتشل، ّب طىی لزا ثیبى ثبلا

سػَة هبتشیىغ هؼذًی ٍ فؼبلیت ثبلای آًضین  ّوشاُ ثِ
وِ هْبس  دّذ هیآلىبلیي فؼفبتبص دس گشٍُ وٌتشل  ًـبى 

هَخت وبّؾ پتبًؼیل  A366ثب اػتفبدُ اص  G9aآًضین 
ی ّب غلظتخبلجی  طَس ثِد. ؿَ هی BM-MSCs توبیضی
-BMچٌذاًی ثش پتبًؼیل تىثیشی  تأثیش A366پبییي 

MSCs  ٌذ وِ وٌ هیًذاؿتٌذ. ایي هـبّذات پیـٌْبد
ٌذ دس دٍصّبی هختلف تَاً هی طًتیه اپیثش  هؤثشداسٍّبی 

سا ثِ  ّب ػلَلداؿتِ ٍ سفتبس  ّب ػلَلاثشات هتفبٍتی ثش 
لشاس دٌّذ. هطبلؼبت لجلی  تأثیشی هختلف تحت ّب گًَِ

ی ٍ ػبص اػتخَاىسا دس فشایٌذّبی  G9aًیض ًمؾ 
 .Purcell et alغضشٍف ػبصی ثشسػی وشدُ ثَدًذ. 

یض اػتَطًیه ٍ توب G9aًـبى دادًذ وِ ( 2012)
ثب  G9aًـبى دادًذ وِ ّب  آى .وٌذ هی وٌذسٍطًیه سا المب

تشیي  )یىی اص اكلی Runx2ی ثشداس ًؼخِفبوتَس 
فبوتَسّب دس ؿشٍع توبیض غضشٍف ٍ اػتخَاى( ّوىبسی 

هـخق ؿذُ ّبی اخیش  ّوچٌیي دس ػبل ًضدیىی داسد.
ی ّب ثب اػتفبدُ اص تىٌیه G9aاػت وِ اگش چٌبًچِ 

ی ًَسال ّب ػلَلحزف ؿَد،  ّب هَؽهٌْذػی طًتیه دس 
ػبصی اًدبم دٌّذ ٍ لزا ًَصداى  ٌذ اػتخَاىتَاً ویوشػت ً

ّب اص لجیل  هَؽ ثؼذ اص تَلذ فبلذ ثؼیبسی اص ثخؾ
ثَد ٍ ثؼذ اص تَلذ اص ثیي هی سًٍذ. ًتبیح هـبثِ ًیض  ّب آسٍاسُ

)یه  BIX01294ی هبدس ثب اػتفبدُ اص ّب هَؽدس تیوبس 
ّب  آى دػت آهذ وِ ًَصاداى ( ثG9aِوٌٌذُ هْبس

ی وبفی ًذاؿتِ ٍ ثؼیبسی اص ًَصداى ثؼذ اص ػبص اػتخَاى
. هب (Higashihori et al., 2017) سًٍذ تَلذ اص ثیي هی

 A366ّب ثب  دادین وِ تیوبس دسٍى كفبلی ست ًـبى اخیشاً
 هَخت وبّؾ پتبًؼیل اػتَطًیه ٍ افضایؾ پتبًؼیل

 ,.Khanban et al) دؿَ هی BM-MSCsآدیپَطًیه 

ًتبیح هطبلؼِ حبضش ًـبى داد  ،ولیطَس .  پغ ثِ(2019
 A366ثب اػتفبدُ اص وَچه هَلىَل  G9aوِ هْبس آًضین 

ثبػث وبّؾ پتبًؼیل تىثیشی ٍ پتبًؼیل اػتئَطًیه 
BM-MSCs  سا  ّب ػلَلؿذُ ٍ پتبًؼیل آدیپَطًیه ایي

 ػٌَاى ثِ A366. پغ لجل اص اػتفبدُ اص دّذ هیافضایؾ 
آى  تأثیشٍیظُ ثشای وٌتشل ٍ دسهبى ػشطبى(، ثبیذ ِ داسٍ )ث

هطبلؼِ ٍ ثشسػی ؿَد. ّوچٌیي ایي ثشسػی  MSCsثش 
هذتش ثْتش ٍ وبسآ ِ ثشای توبیض اػتئَطًیهو دّذ هیًـبى 

ًی )اص طشیك هٌْذػی ثبفت یب ثشای اّذاف دسهب
ی ّب وٌٌذُ ٍ فؼبل ّب دسهبًی( ثبیذ ٍخَد هْبسوٌٌذُ ػلَل
G9a  ثشسػی ؿَد تب ًتیدِ ثْتشی اص  ّب ػلَلدس هحیط

MSCs .حبكل ؿَد 
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