
 
 

  
  

  

  



 
 

  



 
 

  



 
 



 
 

  

  

  
  

  و بانک خون یآزمایشگاهشناسی خوني رشته در کارشناسی ارشد دوره ي پایان نامه 
  

  :عنوان

 بنیادي سلولهاي تمایز در آدرنرژیک بتا آنتاگونیست و آگونیست اثر بررسی
 آزمایشگاهی در شرایط استئوبلاست به انسان استخوان مغز مزانشیمی

  

 :نگارش

 فاطمه محمدعلی

  

  :د راهنمااستا

 سعید آبروندکتر 

 

  :استاد مشاور

  مسعود سلیمانیدکتر 
  

   1392 شهریور



 
 

 :این پایان نامه را در کمال افتخار و امتنان تقدیم می کنم به 

  

محضر ارزشمند پدر و مادر عزیزم به خاطر همه تلاشهاي محبت آمیزي که در دوران مختلف زندگی ام 

والدینی که بودنشان تاج افتخاري است بر سرم و نامشان دلیلی است بر بودنم، چرا که این . انجام داده اند 

رفتن را در این وادي زندگی پر دو وجود، پس از پروردگار ، مایه هستی ام بوده اند دستم را گرفتند و راه 

  ....آموزگارانی که برایم زندگی، بودن و انسان بودن را معنا کردند. از فراز و نشیب آموختند

  

  .خواهران مهربانم که همواره همراه و همگام من بوده اند

  

  .و استادان فرزانه و فرهیخته اي که در راه کسب علم و معرفت مرا یاري نمودند

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  



 
 

  :تشکر و قدردانی 
  .خداوند را شاکرم که این توفیق را نصیبم ساخت تا این پایان نامه را با موفقیت به اتمام برسانم

که همواره بنده را مورد لطف و  ,از استاد فاضل و اندیشمند جناب آقاي دکتر آبرون به عنوان استاد راهنما 

کمال تشکر و  ,محبت خود قرار دادند و با حسن خلق از هیچ کمکی در این عرصه به من دریغ ننمودند 

  .سپاس را دارم و به وجودشان افتخار می کنم

مدیریت محترم گروه که زحمت مشاوره این  ,از استاد با کمالات و شایسته جناب آقاي دکتر سلیمانی 

نامه را در حالی متقبل شدند که بدون مساعدت ایشان این پروژه به نتیجه مطلوب نمی رسید کمال  پایان

  .تشکر رادارم

که زحمت داوري این پایان نامه را متقبل شدند و در  ,از استاد فرزانه و دلسوز جناب آقاي دکتر آتشی 

بهره گرفتم کمال تشکر و قدردانی را طول مدت انجام این تحقیق همواره از راهنمایی هاي بی دریغ ایشان 

  .دارم

  .جناب آقاي دکتر کاویانی و سرکار خانم دکتر نیکوگفتار کمال تشکرو سپاس را دارم  ,از اساتید محترم

  ,محمودي  ,اسماعیلی  ,زمانی  ,مینو و مینا عجمی : همچنین از همکلاسی هاي عزیزم خانم ها 

محرابی و دهقانی فرد و  ,و دانشجویان محترم گروه آقایان سلالیپرهیزکار و آقایان مختاري و اله وردي 

  .شیرخورشیدي و اسفندیاري بسیار تشکر می کنم  ,خانم ها مشهدي خان 

  

  .از کارشناس محترم گروه سرکار خانم شوکتی تشکر و سپاس دارم

  

  

  

  



 
 

  چکیده
  

مطالعات مختلفی به بررسی  پتانسیل استئوژنیک سلولهاي بنیادي مزانشیمی و  در تاکنون  :هدف و زمینه
با این وجود اطلاعات . شده استاهمیت سیگنالهاي بتا آدرنرژیک در تشکیل و بازجذب استخوان پرداخته 

سلولهاي بنیادي مزانشیمی که از  بلاستیبتا آدرنرژیک در تمایز استئو کمی درباره نقش سیگنال هاي
 اختصاصی  RUNX2.   وجود دارد ،ت بالایی در فیزیولوژي و فارماکولوژي استخوان برخوردار استاهمی
 هاي سلول تمایز برداري و استئوکلسین اختصاصی ترین پروتئین غیر کلاژنی در نسخه فاکتور ترین

و استئوکلسین   RUNX2 کمی بیان میزان تحقیق، این در .باشند می استئوبلاست به مزانشیمی بنیادي
 و استئوبلاستی تمایزي محیط استفاده از با استئوبلاست به مزانشیمی بنیادي هاي سلول تمایز طول در

 ارزیابی مورد )آنتاگونیست بتا آدرنرژیک (و پروپرانولول ) آگونیست بتا آدرنرژیک (ایزوپرترنول  داروهاي
  .گرفت قرار

  
 با تیمار تحت انسان مغز استخوان مزانشیمی بنیادي هاي سلول تجربی، مطالعه این در :ها روش و مواد

در روزهاي  RNAاستخراج .ایزوپرترنول و پروپرانولول قرار گرفتند داروهاي استئوبلاستی و تمایزي محیط
کمی  بیان.گرفت صورت نیافته تمایز مزانشیمی سلولهاي بنیادي از و استئوبلاستیک تمایز 21و  4

RUNX2   و استئوکلسین با روشquantitative Real Time-PCR سنجیده شد.  
  

 تیمار تحت استئوبلاستی  تمایز 21و  4روزهاي در و استئوکلسین   RUNX2 هايبیان ژن :ها یافتهنتایج و 
 . )  (P<0.05معنی دار بوداختلاف از نظر آماري  این تمایز 21که در روز کاهش یافت ایزوپرترنول  داروي با

این اختلاف از نظر آماري تمایز  21و  4 هايدر روز افزایش یافت کهو تحت تیمار با داروي پروپرانولول 
  ).   (P<0.05 معنی دار بود

  
داروي ایزوپرترنول به طور منفی بر تمایز سلولهاي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست تاثیر   :گیري نتیجه  

، در حالیکه داروي پروپرانولول به طور مثبت بر )به خصوص بر مراحل انتهایی تمایز استئوبلاستی ( دارد
هم بر مراحل ابتدایی و هم مراحل انتهایی (داردتمایز سلولهاي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست تاثیر 

نیز هدف تنظیم بتا  یمیمزانش بنیادي هاي سلولاین یافته ها پیشنهاد میکنند که ).بلاستیتمایز استئو
   .نقش دارد مزانشیمی بنیادي هاي سلولد و سیگنالینگ بتا آدرنرژیک در استئوژنز نآدرنرژیک قرار می گیر

  
 ایزوپرترنول،پروپرانولول ،  ،بتا آدرنرژیک تمایزي، محیط مزانشیمی، بنیادي هاي سلول :کلیدي هاي واژه

RUNX2  ، استئوکلسین
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  مقدمه  .1- 1

. کاربردهاي مهمی در پزشکی ترمیمی و مهندسی بافت دارند MSCs (1( سلولهاي بنیادي مزانشیمی

MSCs  سلولهاي  ها به واسطه تمایز به استخوان، غضروف، ماهیچه، چربی، در ترمیم و احیا بافت

در پزشکی ترمیمی و  MSCsبا وجود کاربردهاي فراوان . ها داراي نقش هستند استرومایی و کاردیومیوسیت

هاي مختلف  به رده MSCsدرمان بیماریهاي مختلف، مسیرهاي تمایزي و فاکتورهاي دخیل در تمایز 

کلید اصلی ، MSCsوبلاستیک تمایز استئ. هنوز بخوبی شناخته نشده است ،ها  سلولی از جمله استئوبلاست

تمایز . باشد هاي استخوانی و درمان بیماریهاي استخوانی مانند استئوپورز می و اولیه در تولید و ترمیم بافت

ها، فاکتورهاي رشد،  تحت کنترل فاکتورهاي مختلف از جمله هورمون  In vivoدر  MSCsاستئوبلاستیک 

  In vitroدر . باشد هاي ماتریکس خارج سلولی می وتئینو پر BMP 2ها مانند  مورفوژن ،ها  سیتوکین

القا تمایز . شود بیشترین بازخورد القا تمایز استئوبلاستی با استفاده از گلوکوکورتیکوئیدها حاصل می

 عمدتاً با استفاده از دگزامتازون، بتاگلیسرول فسفات، اسید آسکوربیک و In vitro  در MSCsاستئوبلاستی 

FCS  3   10  % هاي عمومی کشت همانند در محیطDMEM   4هر یک از این فاکتورها . گیرد صورت می

  اي را  کنند که فاکتورهاي نسخه برداري ویژه مسیرهاي سیگنال دهی مختلفی را در داخل سلول فعال می

  

                                                             
1  Mesenchymal  stem  cells 
2  Bone Morphogenic Protein 
3  Fetal Calf Serum 
4  Dulbecco's Modified Eagle Medium 
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نقش  OSX 2   و RUNX2 1دو فاکتور نسخه برداري . کنند فعال کرده و تمایز استئوبلاستی را القا می

هاي  این فاکتورهاي نسخه برداري بعد از فعال شدن، ژن. ] 2و1 [اساسی در تمایز استئوبلاستی دارند

را مورد رونویسی  Iaهدف خود شامل استئوکلسین، استئوپونتین، سیالوپروتئین استخوانی و کلاژن نوع 

  . دهند قرار می

ها یا  لاست به دلیل پتانسیل بیان ژنهاي مختلف سلولی از جمله استئوب به رده MSCsقابلیت تمایز 

اما اینکه این پتانسیل بیان ژنی و عملکرد . باشد فاکتورهاي نسخه برداري اختصاصی دخیل در تمایز می

شوند هنوز به طور کامل  یندهایی کنترل میدر استئوبلاستوژنزیس توسط چه فرآ فاکتورهاي نسخه برداري

  . روشن نیست

 و مطالعات مختلف حضور باشد اعصاب تنظیم تحت استخوان گیري به نظر میرسد که شکل

 که اند داده نشان مطالعات.   ]3[ را نشان داده اند  استخوانی سلولهاي سطح در سمپاتیک نورونهاي

 بر سمپاتیک نورونهاي اثر ] .4[میکند دریافت سمپاتیک عصبی فیبرهاي از غنی منبعی استخوان

 مطالعات در .میشود گري میانجی آدرنرژیک بتا رسپتورهاي توسط عمده طور به استخوان سلولهاي

به  استئوبلاستی هايلاین سل و موشی هاي استئوبلاست سطح در آدرنرژیک بتا رسپتورهاي حضور مختلف

 ، استئوبلاستی سلولهاي سطح در آدرنرژیک رسپتورهاي میان در کهبه نظر میرسد . اثبات رسیده است 

  .]5[باشد  آدرنرژیک -2 -بتا آنها مهمترین

 تعلق تایی هفت ممبران ترانس دومین با هاي پروتئین بزرگ خانواده به آدرنرژیک بتا رسپتورهاي

 سیگنال انتقال ( G-protein ) گوانین  نوکلئوتید به متصل دایمریک هترو هاي پروتئین طریق از که دارند

  شدن جفت طریق از شده آدرنرژیک فعال 2-بتا رسپتور دهی سیگنال مسیر میرسد نظر به.میدهند انجام

GSα 3 تولید سیکلاز و آدنیلات و cAMP 4  شدن فعال نهایتا  و  PKA باشد کهPKA  نوبه به شده فعال 

                                                             
1  Runt-related transcription factor 2  
2  OSTERIX 
3  Cyclic adenosine monophosphate 
4 Protein kinase A 
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 مختلف کینازهاي ، رونویسی فاکتورهاي جمله از مختلفی هدف هاي پروتئین شدن فسفریله باعث خود

  .]6[  میشود آدرنرژیک -  2- بتا رسپتور خود جمله از سلول سطح رسپتورهاي

 دست از باعث استئوبلاستها بر مستقیم مهاري اثرات با سمپاتیک عصبی سیستم فعالیت افزایش

 با و شده آزاد سمپاتیک نورونهاي از نفرین اپی نور ، استخوان بازسازي حین در .میشود استخوان دادن

   .میشود] 9[ استخوان تشکیل مهار و  ]8-7و 5[ استخوان بازجذب افزایش باعث استخوان برروي تاثیر

 افزایش باعث که عواملی بنابراین هاست استئوبلاست اصلی نقش جدید استخوان تشکیل که آنجا از

 استخوان تشکیل افزایش باعث ، شوند استئوبلاستی تمایز القاي یا و استئوبلاستی رده پرولیفراسیون

. میشود استخوانی توده افزایش باعث آدرنرژیک -2-بتا  رسپتورهاي فارماکولوژیک مهار بنابراین .میشوند

 آزمایشات ، استخوان بازسازي تنظیم در آدرنرژیک سیستم تاثیر بر مبنی قوي شواهد علیرغم.] 10و 9[

  . ]6[ میدهند نشان را متناقضی نتایج ژنتیکی و فارماکولوژیکی

 بتا آنتاگونیست( پروپرانولول و)  آدرنرژیک بتا آگونیست( ایزوپرترنول اثر بررسی مطالعه این از هدف

 RUNX2با استفاده از بررسی بیان ژنهاي   in vitroدر شرایط  استئوبلاستی سلولهاي برتمایز  ) آدرنرژیک

 استئوکلسین. است استئوبلاستی رده در برداري نسخه فاکتور مهمترین RUNX2 . است و استئوکلسین

 سلولی خارج ماتریکس عمده کلاژنی غیر پروتئینی جز یک ،نیز نامیده میشود  BGLAP 1 نام به که

 و میشود ترشح و سنتز بلوغ آخر مراحل در و استئوبلاستی سلولهاي توسط منحصراکه  است استخوان

  . ]16- 11[است استئوبلاستی تمایز دهنده نشان بیشتر

 در تمایز استئوبلاستیک سلولهاي بنیادي مزانشیمیهاي اختصاصی  بر این اساس تعیین بیان  ژن

هاي روشنی را در ارائه  حایز اهمیت بوده و افق تحت تاثیر آگونیست و آنتاگونیست بتا آدرنرژیک

  . کند رویکردهاي جدید درمانی در درمان بیماریهاي استخوانی ایجاد می

  

                                                             
١   bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein  
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  بافت استخوان.  2- 1
است که از سلولهاي   به شدت سازمان یافته و  اختصاصی بافت استخوان یک نوع بافت همبند

اي سخت و مقاوم را بوجود آورده  مختلفی تشکیل شده که در آن اجزاء خارج سلولی کلسیفیه شده و ماده

با تمام سختی خاصیت الاستیسیته دارد و با وجود سختی یک ماده حیاتی دینامیکی است ، این بافت . اند

ماتریکس استخوان از دو جزء آلی و معدنی . شود خود تجدید و دوباره سازي می که دائماً در طول عمر

و  تشکیل شدهتشکیل یافته است که جزء آلی عمدتا از الیاف کلاژن یا اوستئین به همراه کلاژن استخوانی 

 هیدروکسی آپاتیت و ، هاي معدنی نمکشود و جزء معدنی حاوي  را شامل میوزن استخوان  3/2حدود 

ها مربوط  استخوان که سفتی کریستال هاي فسفات کلسیم آمورف رسوب کرده  در ماتریس آلی میباشد

جز معدنی و مقادیر کمی کلرور کلسیم و منیزیوم % 10، کربنات کلسیم %85فسفات کلسیم . به آنها است 

این  ;ي میشودچهار نوع سلول مختلف تجدید و نوسازاستخوان به طور مداوم توسط  .را تشکیل می دهند

سلولهاي پوششی ) 4، و  استئوبلاست) 3استئوکلاست ،  ) 2 ،استئوسیت ) 1سلولها عبارتند از  ؛ 

  .)1.1شکل(

  
  سلولهاي استخوانی .1- 1شکل 

   

از آنجا که . گیرند ها منشا می قرار دارند و از استئوبلاست 1در حفراتی به نام لاکونا ،ها  استئوسیت

 ها و انتشار از طریق ماتریکس کلسیفیه استخوان نیستند تبادل بین استئوسیتها قادر به  متابولیت

این . کنند هاي خونی بستگی به ارتباط سلولی از طریق کانالیکولها دارد که بستر را سوراخ می مویرگ
                                                             
1 Lacuna 


