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  دهيچک
ست، ين رابطه مطلق ني اي است ولSMN2ان ژن ي معکوس با سطح بي ارتباطي داراي نخاعي عضلاني آتروفيماريبپ يفنوتشدت  :نه و هدفيزم

ل کننده ي عوامل تعديدخالت برخ، SMN2ان ژن يجز به بن يبنابرا.  وجود ندارديمارين بي اي برايچ درمان موثريل در حال حاضر هين دل يبه هم 
 ينـه تنهـا بـر رو    STAT5 فعال کننـده  يک دارويعنوان ه  د ب يک اس ي اثر والپروئ  ،قين تحق يدر ا . شنهاد شده است  ي پ يمارين ب ي شدت ا   در ياضاف
  . قرار گرفتيمورد بررسز ن نرخ آپوپتوي و همچنSTAT5Aان ژن ي بي بلکه بر روSMN2ان يت بيوضع

 پاسخ يط يتومتريان نرخ آپوپتوز به روش فلوسي و همچنReal-time PCR به روش STAT5A و SMN2 يها ان ژنيسطح ب: يروش بررس
  . قرار گرفتيمورد بررس مبتلا و دو کنترل نرمال يتيد در سه رده سلول لنفوسيک اسيبه والپروئ

پوپتـوز در   با طول کامـل و کـاهش نـرخ آ   SMN2ش سطح رونوشت ي ، افزاSTAT5Aان ژن ي بيد و القايک اسيمار با والپروئيپس از ت   :ها افتهي
  ).>٠٥/٠P (مشاهده شد يتي لنفوسيها رده

 STAT5Aق دخالت ژن ين تحقيج اينتا پس باشد، مي همراه SMN2 يسيش سطح رونوي با افزاSTAT5Aان ژن ي بایکه الق از آنجا  :يريجه گ ينت
  .سازد يم مطرحک ژن هدف در پاسخ به درمان يعنوان  ه و هم بSTAT5ر ي از مسيعنوان عضو هرا هم ب

 ، آپوپتوزReal-time PCR، ديک اسيوالپروئ، ي نخاعي عضلانيآتروف: يديواژگان کل
 

  
  مقدمه

ن يتـر  عيشا) SMA(مال  ي پروکس ي نخاع ي عضلان يآتروف     
 ـ بـا فرا   ي نخـاع  ي عـضلان  يهـا  يفرم آتروف   ١:٣٥ن  ي نـاقل  يوان

 ـ). ١-٣(باشـد    يم ن اخـتلال   ي دوم ـ ي نخـاع  ي عـضلان  يآتروف
 اسـت کـه علـت       ي جوامـع انـسان    ع در ي مغلوب شـا   يآتوزوم

   با آپوپتوز   يمارين ب يا. باشد يمدر نوزادان   ر  يو م  مرگ   يکيژنت
  
  
  
  
  

  
   نخـاع همـراه     ي موجود در شـاخ قـدام      ي حرکت يها در نورون 

 ختم يپوتونيو ه ي عضلانی شروندهيتا به ضعف پيکه نها است
 ـيعلا بر اساس ).٤(گردد   يم  ـ  يم حرکت  ي و سـن آغـاز، آتروف

 ـ عمومـا بـه چهـار ت       يع نخا يعضلان  ي طبقـه بنـد    ينيپ بـال  ي
 ـ شـش مـاه اول ح     يد آن که ط   يک و شد  يپ  يت: گردد يم   ات ي
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 ـان به اي از مبتلا  درصد ٥٠ و حدودا    ،شود يص داده م  يتشخ ن ي
 ـواسط که علا   پ دو و حد   ي، ت دهد يم لي را تشک  يماريب   م آن ي

 ـد، ت گرد ي ظاهر م  يماهگاز شش تا هجده       ـ خف پ سـه  ي ف و  ي
 ـار خف يپ چهار بس  ين ت يهمچن ف کـه شـروع آن مربـوط بـه          ي

 ـ مبتلادرصد ٩٨ ش ازيب). ٥و٦( است  يدوران بزرگسال  ان بـه  ي
 ـ حـذف و     ي دارا يلکـول و در سـطح م    يمـار ين ب يا ا جهـش   ي

. هـستند ) SMN1 (١ ي نورون حرکت  یگوت در ژن بقا   يهموز
 ـ در ناح  SMNدو نسخه ژن     :  ژنـوم مـستقر اسـت      5q13 ی هي

 کــه ي ســانترومرSMN2 يگــري و دي تلــومرSMN1 يکــي
 ـ پنج اخـتلاف تـک نوکلئوت   يدارا  ـها داخـل اگـزون   يدي شان ي

 خـاموش  ين سـاز ير در سطح پـروتئ  ييباشند که هر پنج تغ     يم
 را يکـسان ين  ي پروتئ SMN2 و   SMN1 يها اگرچه ژن . است

 بـا طـول     يهـا  رونوشت فقط   SMN1 يکنند ول  ي م يکدگذار
 ـ  ي در حال  .کند يد م يرا تول ) FL-SMN2(کامل    واسـطه ه  که ب

 اگزون هفت ژن مت ششين در موقعيمين به ت يتوزيل س ي تبد ی
SMN2 ــدودا ــد ٩٠، ح ــت از درص ــا رونوش ــل از يه  حاص
SMN2  فاقــد اگــزون هفــت  ،ش متنــاوبيرايــپتوســط   

)Δ7-SMN2 (از درصــد ١٠تنهــاصــورتي کــه  درباشــند يمــ 
ــ ايهــا رونوشــت  ).٧ و٨( طــول کامــل هــستند ين ژن داراي

 ي عضلانيپ آتروفيشدت فنوت  است نکه اثبات شده  يرغم ا يعل
 ـزان ب ي ـطور معکـوس بـا م     ه   ب ينخاع  مـرتبط   SMN2ان ژن   ي
 ـاز ا ست،  ي ـصـد ن  ن ارتباط صددر  ي ا ي ول ،است ن رو تـاکنون    ي

 ـا.  اسـت   نـشده  يي شناسـا  يمـار ين ب ي ا ي برا يدرمان موفق  ن ي
 يکيژنت يا اپي و يکي عوامل ژنتيکسري دخالت   بيانگرت  يوضع

 ي نخـاع  ي عضلان ي آتروف يارمين ب در پاتوژنز و پاسخ به درما     
ش ي موثر در کنار افـزا يتواند قدم ي آنها مييباشد که شناسا   يم
 امـروزه  . محسوب گردديماري جهت درمان بSMN2ان ژن   يب

 يش آگه ـي در درمان، پيکيژنت يرات اپييثابت شده است که تغ   
ومارکر در پاسـخ  يعنوان ب   ص زودرس نقش داشته و به     يو تشخ 

رات يين تغياد اي زييعلت کارآ. استکمک کننده ز يبه درمان ن  

 و اثـر    يـي زا يماريرات در ب  يين تغ ي ا ی ک نقش گسترده  يدر ژنت 
ــر رو ــا ب ــدت بيآنه ــاري ش ــاري در بيم ــا يم ــي ژنتيه  و يک

 ژن  ي برا ي متعدد های هفعال کنند . )٩-١٢ (باشد ي م يکيرژنتيغ
SMN2 يسي ـش سـطح رونو ي افزا توسطا  ي  شده که  يي شناسا 

ر د قا،شيراي پي الگور درييتغا يو  يکينتژ يرات اپ ييغ از ت  يناش
بـا طـول کامـل     SMN2 رونوشـت  بـالا از  يريد مقـاد يبه تول 

است کـه  ) VPA(د  يک اس ي والپروئ ي از آنها دارو   يکي .هستند
 بـرای  ينيصورت بال  هب يکيژنت ي اپ يک دارو يعنوان  ه  بامروزه  

 ـا. )١٣( گردد ي استفاده م  يقطب دو اختلالات و  صرع درمان ن ي
 دارد و هـم     يلازيستون داست ي ه يت مهارکنندگ ي خاص دارو هم 

 ی م کننده يعنوان تنظ  د و به  ي را القا نما   STAT5 ريتواند مس  يم
اساس در ن يابر  ).١٤ -١٦(د ي عمل نماSMN2 ژن يسيرونو

 ـب ،SMN2ان ژن   ي ـت ب يعـلاوه بـر وضـع     ق  ي ـن تحق يا ژن ان  ي
STAT5Aــ کــه جز ــSTAT5 ير مولکــولي از مــسيئ ت  اس

 ـ ييمنظور شناسا  به  ي بـرا  گـر يد مناسـب    يک هـدف درمـان    ي
 ـ  ي نخاع ي عضلان ي آتروف يماريب در ن نـرخ آپوپتـوز   ي و همچن

 نرمـال   يهـا   مبتلا و کنترل   يها  نمونه يتي سلول لنفوس  يها رده
  .  قرار گرفتيبررسد مورد يک اسي والپروئ پاسخ بهيط
  

 يروش بررس
مبـتلا بـه   مـار  يبسه (پنج نمونه : يماران و کشت سلول  يب     
ی  ن مطالعهيوارد ا )  و دو کنترل نرمال    ي نخاع ي عضلان يآتروف
 يها هن نمو يآور بعد از جمع  . شدند) Experimental( يتجرب

 دستورالعمل به کمک    ي ژنوم DNA و استخراج    يطيخون مح 
 ,Roche) High Pure PCR Templat Preparation Kitت يک

Roche Applied Science, Germany(، ـ   يلکـول وص ميشخت
 يهـا   حـذف  يتوسـط بررس ـ   ي نخاع ي عضلان يآتروف يماريب

ــا تکنSMN1 ژن ٨ و اگــزون ٧گــوت اگــزون يهموز ــ ب ک ي
PCR-RFLP  ی  مقالـه  يهـا آغازگر و از    )۱۷ (رفتيانجام پذ 

  ).١شکل ( دياستفاده گرد) ١٨(گ و همکاران ياست
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 ي براي، کنترل منف)١٢ تا ١ستون  (ب از چپ به راستيبه ترت. SMN1ن  ژي براPCR-RFLPمختص  درصد ۵/۲  الکتروفورز ژل آگارز:١شکل 

 ي نرمال حاوی ، نمونه٧ اگزون ي نرمال حاوی ، نمونه٧ اگزون ي نرمال حاوی ، نمونهSMN1 ژن ٧ حذف اگزون ي، کنترل مثبت برا٧اگزون 
، ٨ اگزون ي نرمال حاوی ، نمونه٨ حذف اگزون يمثبت برا، کنترل 100bp ز مارکريسا، ٧ اگزون گوتيبا حذف هموزمار ي بی ، نمونه٧اگزون 

  .SMN1 ژن ٨گوت اگزون يمار با حذف هموزي بی ، نمونه٨ اگزون ي نرمال حاوی ، نمونه٨ اگزون ي نرمال حاوی نمونه
  

 
  .ΔΔCT−2  با متدSMN2 ژن يها سخهز تعداد ني آنال:٢شکل       

ونه توسـط    در هر پنج نم    SMN2سپس تعداد نسخه هاي ژن      
Quantitative SYBR Real-time PCR 2  و متـد−ΔΔCT و 

ی اسميت و همکاران تعيين گرديـد     به کمک آغازگرهاي مقاله   
ها با داروي والپروئيـک   ، تا نهايتا بعد از تيمار سلول   )١٩و  ٢٠(
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 بـا  SMN2اسيد مشخص شود که اختلاف در بيان رونوشـت    
رو اسـت و نـه     هاي متفاوت بـه دا      طول کامل، مربوط به پاسخ    

 بــين SMN2هـاي ژن   مربـوط بـه اخـتلاف در تعـداد نـسخه     
 مـشخص  ٢طور کـه در شـکل    چون همان. هاي مختلف   نمونه

 بـين هـر پـنج نمونـه     )RQ(است ميزان کميت سنجي نـسبي     
تقريبا در يک سطح است که اين وضعيت بيانگر تساوي تعداد   

تمـام  . باشـد  هاي مختلف مي  بين نمونهSMN2هاي ژن    نسخه
 در اين تحقيق توسط سيـستم  Real-time PCRواکنش هاي 

ABI StepOne) Applied Biosystems, Foster City, CA( 

 مـورد   ی  اطلاعـات پـنج نمونـه      ١جـدول   در   .انجام پـذيرفت  
 ـ مبتلا بـه  ی هر سه نمونه.  استداده شدهمطالعه نشان     يآتروف

 ـدرگ ،ي نخاع يعضلان  SMN1گـوت در ژن  ير حـذف هموز   ي
 ٢ز مطابق با شـکل   ي ن SMN2 ژن   يها که تعداد نسخه  اند   بوده

 دو يهـر دو کنتـرل نرمـال هـم دارا     . ن آنها برابر بوده است    يب
 آنهـا  Real-time PCRج ينتـا (انـد    بـوده SMN1نـسخه ژن  

 ـ يهـايي    است و هـم تعـداد نـسخه     )نشان داده نشده    اکـسان ب
  .اند  بودهماري بيها نمونه

  

   مورد مطالعهی نه پنج نمويني اطلاعات بال:١ جدول

مارانيب يمارينوع ب  ماريسن ب  يماريسن آغاز ب   تعداد نسخه 
SMN2 

تعداد نسخه  سن کنترل نرمال
SMN2 

١ II ي سالگ١قبل از   سال٢  ٢   سال٢ ١ ٢ 

٢ II ۵/۱سال ي سالگ١قبل از    ٢  سال٤ ٢ ٢ 

٣ I سال٥/٢ ي سالگ١قبل از    ٢    

 
ن افـراد مبـتلا و    يلـد  از وا  ي کتب ـ ی ت نامـه  يبعد از کسب رضا   

 ـ گرديآور جمـع از آنهـا   مجددا نمونـه خـون تـازه        ،نرمال . دي
 آمـاده    اسـتاندارد  دسـتورالعمل  طبـق    يتي سلول لنفوس  يها رده

کول از نمونه خون تام جدا شدند يها توسط فا تي لنفوس :شدند
 مرحلـه دو  يط ـ کـوت  ي بـاف ،يکه بعد از جداسـاز    يطوره  ب

 مـورد  )PBS (ي بـافر تيمحلول نمک فسفات با خاص    توسط  
 ـي م٥ سپس رسوب موجود داخل      .شستشو قرار گرفت    تـر يل يل

 ن باريا اپشت روسي و تريل يلي م ٥/٠ يحاو RPMIط کشت   يمح
)EBV(  ،نينيتوهمـاگلوت ي ف تريکرولي م ٥٠) گـرم بـر      ميلـي  ٥/٠

گـرم بـر    ميلـي  ٢/٠(ن يکلوسپوري ستريکرولي م٥٠ و )ليتر ميلی
 گراد ي سانتی  درجه٣٧ ير دماها د سلول. دي حل گرد)ليتر ميلی

. انکوبـه شـدند تـا بـه بقـا برسـند        درصد٥کربن دياکس يا دب
 بارن يروس اپشتاي ورا شده توسطي ناميتي سلول لنفوسيها رده

 به همراه سرم    RPMI1640ط کشت   ين داخل مح  يطور روت  هب
 ـ  ,Gibco BRL, Invitrogen Ltd) درصـد ١٠ ين گـاو يجن

Paisley, Scottland, UK) پاسـاژ  يت داده شدند و ط ـکش 
ان يز ب يآنال.  مورد استفاده قرار گرفتند    ،يلکولو به اهداف م   سوم

 بــه همــراه نــرخ آپوپتــوز مطــابق بــا يسيــژن در ســطح رونو
 ی مــار ردهي ســاعت ت٤٨بعــد از  رالــو و همکــاران ی مطالعــه

 ـ والپروئمـولار  يلي م١ با غلظت  يتي لنفوس يها سلول د يک اس ـي
 ).٢١(رفت يانجام پذ

ــنش رونوو ــاکـ ــوسيسيـ ــنش زنج- معکـ ــ واکـ   يا رهيـ
 يهـا   از رده  RNAاسـتخراج    :)qRT-PCR (ي کم ـ مرازيپل

ت ي توسط ک  ديک اس يوالپروئمار با   يمار شده و فاقد ت    ي ت يسلول
Roche) High Pure RNA Isolation Kit (رفتيانجام پذ .

ــت  ــپکتروفوتومتر RNAغلظ ــط اس ) GeneQuant II( توس
 يالگوکروگرم يک مي از cDNAن شد و سپس تک رشته ييتع

RNA ــط ــا توس ــصادف يآغازگره ــر ت ــد ي هگزام ــنتز ش   س
)Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis( .يها رونوشتان  يز ب يآنال SMN2  با طول کامـل  ،
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Δ7-SMNو  STAT5A  ــط ژن ــHPRTتوس ــوان ژن  ه ب عن
 ٢ در جـدول  موجـود  يآغازگرهـا و بـه کمـک    يکنترل داخل 

 ـ توسط   با طول کامل   SMN2 رونوشت. رفتيرت پذ صو ک ي
 ـ شده با    يد طراح ي رفت جد  آغازگر ر مکمـل در    ي ـک بـاز غ   ي

 رونوشـت و ت يش اختـصاص ي جهت افزا '3انهي پا-٢ ی هيناح

STAT5A ر يد تکث ي جد ييمرهاين بار توسط پرا   ي اول يز برا ي ن
 شدند ي طراحPrimer3 ابتدا توسط نرم افزار آغازگرها، افتندي

مـورد   اختـصاصی آنهـا    Primer-Blast توسط برنامه    و سپس 
  . قرارگرفتيبررس

  

  HPRTو   Δ7-SMN ،STAT5A،  با طول کاملSMN2 يها رونوشتر ي جهت تکثي اختصاصيآغازگرها :٢جدول 
  

FL-SMN2.F CTATCATACTGGCTATTATATGGGTGTT 

FL-SMN2.R TCTATGCCAGCATTTCTCCTTAATT 

Δ7-SMN.F GTCCAGATTCTCTTGATGAT 

Δ7-SMN.R GCCAGCATTTCCATATAATAG 

STAT5A.F CCCTCTCATGAATGTTTGAATCC 

STAT5A.R CCTTACTAAACTCACAACACGACC 

HPRT.F TGGACTAATTATGGACAGGACTGAAC 

HPRT.R GCACACAGAGGGCTACAATGTG 
     

Real-time PCR بـر رنـگ   يمبتن SYBR green در حجـم  
 ٥/٣ مـر، ي از هر پرا   کرومولاري م ١/٠ يحاوتر  يکرولي م ١٠ يکل
 کسيمستر ماز تر يکرولي م٥ر، يآب مقطر دو بار تقط   تر  يکروليم
)Amliqon, RealQ Plus 2x Master Mix Green, High Rox ( و

صورت سـه بـار تکـرار انجـام       ه  ب cDNA ي الگو  نانوگرم ٢٠
ــد ــرا .ش ــايش ــود از ييط دم ــارت ب ــنش عب ــام واک ــ  انج ک ي

قه ي دق١٠به مدت گراد  ينت سای  درجه٩٥ه در  يون اول يدناتوراس
بـه مـدت    گراد   ي سانت ی  درجه ٩٥کل در   ي س ٤٠و به دنبال آن     

رانـدمان  . قـه ي دق ١ به مـدت     گراد ي سانت ی  درجه ٦٠ه و ي ثان ١٥
 يها ال رقت ي سر ي استاندارد از رو   يم منحن يتوسط ترس  ريتکث

 E = 10 (1/- slope) - 1 و طبـق فرمـول   cDNAمختلـف  
 ی د در محدوده  يها با  ر تمام ژن  ين تکث راندما  که دي گرد يابيارز

 معـادل اسـت بـا     -٣٢/٣ب  يش ـ(شد   يواقع م درصد   ٩٠-١٠٠
 ـ بي نـسب يابي ـجهـت ارز  .)٢٢() درصد ١٠٠ريراندمان تکث ان ي
ــت ــد ،هــا رونوش ــاســتفاده گرد ΔΔCT−2 از مت  جهــت  ودي

ــينرمال ــاونيزاس ــنج ي نت ــلولی از رده ،زي ــد تي س ــاي فاق ــار ب  م

ــوالپروئ ــ ديک اســي ــوان  هب ــهعن ــرل ی نمون . شــد اســتفاده کنت
، ديک اسيوالپروئ با ي سلوليها مار ردهيبعد از ت :يتومتريافلوس
 يهـا جداسـاز    از سـلول   )١* ۱۰۶/ليتـر  ميلی( مشخص يغلظت
 ـ نـرخ آپوپتـوز اول   يري ـگ به منظور اندازه   و   دنديگرد ه توسـط  ي

Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC) و 
Propidium iodide (PI)  ي و در دمــاقــهي دق١٥ بــه مـدت   

 ـ رنگ آم يکيدر تار و   رادگ ي سانت ی  درجه ٤ نـرخ  .  شـدند يزي
 Becton-Dickinson (Franklin تومتريآپوپتوز توسـط فلوسـا  

Lakes, NJ, USA)افـزار    و نرمModFit LT ـ گرديبررس ـ   .دي
روش  از Real-time PCRج يز نتـا ي آنـال يبـرا  :يز آماريآنال

paired t- test ــو همچ ــتفاده  unpaired t- testن ين   اس
 ـتغهرگونـه   د تـا    يگرد  ـ در م  یريي  ـزان رونو ي  ـ  يسي ن ي و همچن

 ی  نـشان دهنـده    يا لـه ي م ينمودارهـا . آپوپتوز مشخص گـردد   
  هـــستند (SEM±) آپوپتـــوزا يـــان و يـــزان بيـــن ميانگيـــم

(Graph Pad Prism program version 6.07) . ج بـا ينتـا  
P-value تلقي شدنددار  ي معني از لحاظ آمار٠٥/٠ کمتر از.  
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  افته هاي
 يط STAT5Aو  SMN2 يها رونوشت يسنجش نسب     

 سلول  ی رده يان ژن رو  يسنجش ب  :ديک اس يپاسخ به والپروئ  
 و  )SMN1گوت ژن   يبا حذف هموز  ( سه فرد مبتلا     يتيلنفوس

 ـبه منظور ارز  ) SMN1با دو نسخه    (دو کنترل نرمال      اثـر   يابي
 ـ ميبـر رو د يک اس يوالپروئ  رونوشـت هـر دو   يسي ـن رونوزاي

SMN2 ــي ــل    SMN2 يعن ــول کام ــا ط   و  Δ7-SMN2 وب
  

ــ ــه STAT5Aن ژن يهمچن ــرايطي ک ــدمان تکثدر ش ــ، ران    ري
صـورت   ،اسـت   درصد٩٠-١٠٠ در محدوده   رونوشتهر سه   
 ها حداکثر ر نمونهي مبتلا در سايک رده سلول يجز  ه  ب .پذيرفت

بـا   SMN2 رونوشـت ش در سـطح    يبرابر افـزا   ٧/١ در حدود 
 ـ گرد ييشناساطول کامل     ـکـه ا   ي، در حـال   )٣aشـکل   (د  ي ن ي

   وجـــود نداشـــتΔ7-SMN2 رونوشـــت يش بـــرايافـــرا
   ).b٣شکل (

  
 SMN2 رونوشت نشان دهنده يا لهي مي نمودارها.ماري بيتي سلول لنفوسيها  در ردهديک اسيوالپروئ توسط SMN2 ژن يسي رونویالقا :٣شکل 

) Control(مار يو فاقد ت) Valproic Acid( مار شده با داروي تی در نمونه) 3b (Δ7-SMN2 رونوشت و )FL-SMN2( )3a (با طول کامل
در  ،>t-test(P ٠٥/٠(نشان داد) و نه نرمال(مار ي بيها در رده سلولتنها  را ي برابر٧/١  حدوداشيافزا با طول کامل  SMN2 رونوشت. باشند يم

  همراه نبود يشيگونه افزا چيهبا مار و چه نرمال ي بيها چه در نمونه Δ7-SMN2که رونوشت  يحال



کاهش نرخ آپوپتوز توسط والپروئيک اسيد       
 

  ١٣٩٦فروردين و ارديبهشت , ١٠٨ي  شماره, ٢٥ي  ره داشتي، درماني زنجـان، دوي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات به مجله

62 

ی  مطابق با تحقيقات پيشين، نتايج اين مطالعه نيز نشان دهنـده       
آن اســت کــه داروي والپروئيــک اســيد نــه تنهــا ميــزان پايــه 

دهـد بلکــه الگــوي    را افــزايش مــيSMN2رونويـسي از ژن  
عـات مـا،    طبق اطلا  ).٢٣(دهد    پيرايش اين ژن را نيز تغيير مي      

 ـ مبتلا به    يها در نمونه  STAT5A ژن   يسيز رونو يآنال  يآتروف
تـاکنون انجـام    د  يک اس ـ يمار با والپروئ  يت يط ي نخاع يعضلان

 ـ با والپروئ  ي سلول يها مار رده ين اساس ت  يبر ا . نشده است  ک ي
ش سـطح  ي که با افزا   ييها نمونه درن دارو   يد نشان داد که ا    ياس

ش يقادر بـه افـزا   بودند  همراهبا طول کامل     SMN2 رونوشت
 ـ ســطح رونوي برابـر ٨/١  باشــد يم ـز يــن STAT5A ژن يسي
 ـ ا.)٤شـکل  (  ـيج تاين نتــاي ر يمــس يم ـي نقــش تنظی د کننـده ي

STAT5 ژن فعال شدن در SMNباشد ي م.  

  

رونوشت  .ماري بيتي سلول لنفوسيها  در رده)Valproic Acid(د يک اسيوالپروئ توسط STAT5A  ژنيسي رونویالقا :٤شکل 
STAT5Aنشان داد) و نه نرمال(مار ي بيها  را در رده سلولي برابر٨/١ش حدودا ي  افزا.  

 
  P <. t-test) ٠٥/٠(و نه نرمال مار ي بيتي لنفوسيها در ردهد يک اسيوالپروئمار با ي کاهش نرخ آپوپتوز توسط ت:٥شکل 

8/1  

05/1  

25/1  

15/1  

5/11  

15 

11 

65/13  
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  ارزيــابي نــرخ آپوپتــوز طــي پاســخ بــه والپروئيــک       
ــيد ــرخ آ:اس ــا     ن ــه ب ــزي دو گان ــگ آمي ــط رن ــوز توس   پوپت

Annexin-V/Propidium iodide (PI) ســنجش شــد کــه   
هاي بيمار تيمار شده با دارو نسبت بـه         در ميزان آپوپتوز سلول   

کـاهش معنـي داری     ) Control(هاي بيمار فاقـد تيمـار        سلول
  ).٥شکل ( وجود داشت

  
    بحث
 ي نخـاع يضلان عيان به آتروفي از تمام مبتلا  درصد ٩٦ در     

گـوت عملکـرد ژن عامـل     ي از دست رفـتن هموز     ،ماليپروکس
ل يا تبـد  ي از حذف و     ي ناش ،)SMN1 (١ ي نورون حرکت  یبقا
 ـ  يبـا  ي تقري ژن ـی نـسخه  به   SMN1 يژن نـام  ه کـسان بـا آن ب

SMN2 فقدان ژن    ).٢٤(باشد   ي م SMN1    ـ منجر بـه تخر  ب ي
 ـ  ي نخـاع و نها    ي در شاخ قدام   α ي حرکت يها نورون  يتـا آتروف

 ـتمـام مبتلا  . گـردد  ي م ياري عضلات اخت  ی رونده شيپ ان بـه   ي
 SMN2ک نسخه ژن    ي ي حداقل دارا  ي نخاع ي عضلان يآتروف

 ـ اي اصـل  ی ل کننـده  يهستند که ژن تعد     محـسوب  يمـار ين بي
 يمـار يکه شـدت ب    آن است  ی ن اصل بازگو کننده   ي ا .گردد يم

 ـزان بي معکوس با م  ي ارتباط ي دارا ي نخاع ي عضلان يآتروف ان ي
 ـ قـادر بـه تول     SMN2 ژن   ).٢٥و٢٦(باشـد    ي م SMN2ن  ژ د ي

 ـ ين با طول کامل     رونوشت از   ير کاف يمقاد کـه   يطـور ه ست، ب
 ـ  يهـا  رونوشت تمام   درصد ١٠حدودتنها    حي صـح  طـور  ه آن ب

ــپ ــيراي ــد در نت يش م ــيگردن ــاوهج ــزون ي ح ــستند ٧ اگ    ه
)FL-SMN2(آن يها رونوشت ٩٠ درصدکه حدود  ي در حال 

 جهت درمان  ).٢٧ -٢٩) (Δ7-SMN(شند  با ي م ٧فاقد اگزون   
 رونوشـت ش سـطح    ي افـزا  ،ي نخـاع  ي عـضلان  يآتروف يماريب

SMN2 گردد ي درمان محسوب ميراهکار اصل ،با طول کامل .
ن هدف وجود دارد  ي به ا  يابي جهت دست  ي مختلف يها ياستراتژ

 در  ،SMN2 از ژن يسيش سطح رونو ي افزا ياست اصل يکه س 
 ـ مثال ثابت شده کـه       يبرا. دباش ي م ي سلول يها سطح رده  ک ي
 اوره قـادر بـه   يدروکـس ينـام ه ه  ب ـي چرخه سلول ی مهارکننده

 يتي در رده سـلول لنفوس ـ SMN در سطح ي برابر ٩/١ش  يافزا
 سـلول   ی ز در سـطح رده    يرات ن يم بوت يسد. ماران بوده است  يب

 ـماران بـا مکان   ي ب يتيلنفوس  و اصـلاح    يسي ـش رونو يسم افـزا  ي
 SMN2 سـطح    ي برابـر  ٣ش حـدودا    يش قـادر بـه افـزا      يرايپ
 ـي مـورد تا   ين مشخص شده که دارو    ي همچن ).٣٠(باشد   يم د ي

رات يل بـوت ي فن-٤نام  ه   ب )FDA(ت غذا و دارو     يريسازمان مد 
ش ي قادر بـه افـزا  SMN2 ژن يسي رونوي فعالسازی واسطهه  ب

ز يند  يک اس يوالپروئ). ٣١(باشد   ي م SMN2 سطح   يبرابر ٩/١
 ـ پي و اصلاح الگويسيزان رونويش مي افزا با  قـادر بـه   ،شيراي

بروبلاست ي در نمونه ف  SMN2 سطح   ي برابر ٤ش حدودا   يافزا
گر جهت  يسم د يمکان). ٢٣(باشد   يان م يدست آمده از مبتلا   ه  ب

 ـانتقال پ ر  ي مس ي فعالساز ،SMN2ش  يافزا  اسـت  STAT5 امي
 ديک اس ـ ي والپروئ STAT5ر  ي از فعال کنندگان مس    يکي .)١٤(
ش سـطح   ينـه افـزا   ي متعـدد در زم    يها لاشرغم ت ي عل .باشد يم

SMN2  يين اختلال شناسا  ي ا ي برا يچ درمان موفق  ي تاکنون ه 
ل ي عوامل تعـد يکسري که  آن استی نشان دهنده ن  ينشده و ا  

 در کنترل شـدت   SMN2ان  يش ب يگر علاوه بر افزا   ي د ی کننده
ن رو  ياز ا  . دخالت دارند  SMA يماري ب يري و درمان پذ   ينيبال

ش ي افزاديک اسيوالپروئ با ي سلوليها مار ردهيتق ين تحق يدر ا 
 يطور هرا القا نمود، ب با طول کامل     SMN2 رونوشتدار   يمعن
. شتر از نرمال بـود يمار بي بيها ن القا در نمونهيزان اي م يحتکه  

مـار  ي ب ی هم در نمونه  ،  Δ7-SMN2 رونوشتزان  ي م ،در مقابل 
بوده است، کـه     سلول نرمال با کاهش همراه       ی و هم در نمونه   

 ـ پ ي اصـلاح الگـو    ی نشان دهنده ت  ين وضع يا ش بـه نفـع    يراي
 ـوالپروئ توسـط     بـا طـول کامـل      SMN2 رونوشت  ديک اس ـ ي

 ـ  يش تقر يراي پ ي در الگو  رييتغزان  ين م ي ضمنا ا  .باشد يم ن يبـا ب
 ـ ا .مار و نرمـال مـشابه بـوده اسـت         ي ب يها نمونه ج بـا   ين نتـا  ي

 ي عـضلان  يآتروف  درمان ی نهين در زم  يشيقات پ ي تحق يها افتهي
 همزمـان   .باشد يمکاملا مطابق    ديک اس يوالپروئ توسط   ينخاع
 ـ STAT5A  ژني جهـت فعالـساز   ديک اس يوالپروئ ييتوانا ه ب

د و ي گرديابيز ردين STAT5 اميانتقال پر ي از مسيعنوان بخش



کاهش نرخ آپوپتوز توسط والپروئيک اسيد       
 

  ١٣٩٦فروردين و ارديبهشت , ١٠٨ي  شماره, ٢٥ي  ره داشتي، درماني زنجـان، دوي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات به مجله

64 

 ـ يمشخص شد که قادر بـه افـزا         رونوشـت دار سـطح     يش معن
STAT5A ش ي افزاي دارايها  در نمونهSMN2با طول کامل  

 هم راستا و  STAT5Aش سطح   يافزااز طرفي ديگر    . باشد يم
شتر ي بی القايعنيبوده، با طول کامل  SMN2 شيمنطبق با افزا

ت ي ـشتر از نرمال رو   يمار ب ي ب يها ز در سلول  ي ن STAT5Aژن  
مار با ي فاقد تماري بي سلوليها  ردهی سهيبا مقان يهمچن .ديگرد
 ـرفـت کـه م    يار م ـ  نسبت به نرمال انتظ ـ    دارو زان آپوپتـوز در  ي

 ـ ازين يتومترياج فلوس يماران بالاتر باشد که نتا    ي ب يها سلول ن ي
مار ي بيها مار سلوليکه بعد از ت يدر حالد نمود، ييه را تايفرض

ان ژن ي ـش بيهمـراه بـا افـزا   نـرخ آپوپتـوز    د  يک اس يبا والپروئ 
STAT5A ج مربـوط بـه   ينتـا .  را نشان داد یدار ي معن ي کاهش

ژن  ياحتمـال نقـش   تواند   يمک طرف   ياز  هش نرخ آپوپتوز    کا
STAT5A   ن پروسه را نـشان  يبا دارو در امار ي قبل و بعد از ت

ک ي والپروئي دارويضد آپوپتوز  يژگيگر و ي د ي و از طرف   دهد
 ـ مطالعات پ  ی سهين با مقا  يبنابرا .کند يت م بد را ثا  ياس ن در  يشي

 ديک اسيوالپروئ توسط ي نخاعي عضلان يآتروفرابطه با درمان    
 ـوالپروئد اشاره کـرد کـه       يق با ين تحق يج حاصل از ا   يو نتا  ک ي

   ير اصـلاح الگـو    ي از مـس   و STAT5Aان  ي ـش ب ي با افزا  دياس

  .دهـد   با طول کامل نرخ آپوپتوز را کاهش مي  SMN2پيرايش  
  

  نتيجه گيري
ش سـطح  ي و به همـراه آن افـزا  STAT5Aان ژن  يبی  القا     

 STAT5Aژن  دخالـت    ، کامل  با طول  SMN2 يها رونوشت
 ـ انتقـال پ   ريمس از   يعنوان جزئ  هب نـد  ي فرا ي را ط ـ  STAT5 امي

 ـ  مبـتلا بـه    ي سلول يها در رده  پاسخ به دارو    ي عـضلان  يآتروف
 شـود  يشنهاد م ين علت پ  يبه هم . سازد يشتر روشن م  يب ينخاع

 ـ بیالقـا  قادر به که يي داروهاريد، سايک اسيجز والپروئه  ب ان ي
 صورته  بهستند   STAT5 ري مس يسازفعال و   STAT5Aژن  

 يبي ترک يهاماري ت نيو همچن  مورد بررسي قرار گيرند      جداگانه
با هـدف دسـتيابي بـه سـطوح بـالاتري از            د  يک اس يبا والپروئ 
 با طول کامل به همـراه کـاهش بيـشتر           SMN2هاي   رونوشت

   .نيز ارزيابي شوندهاي سلولي مبتلا  نرخ آپوپتوز در رده
  

  ر و تشکريتقد
باشـد کـه بـا       ي م ـ ي دکتـر  ی  رساله حاصل حاضر   ی مقاله     

  . ت مدرس انجام شده استي دانشگاه تربيت ماليحما
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Background and Objective: The severity of the spinal muscular atrophy phenotype is inversely associated 

with the expression levels of the SMN2 gene; this correlation is not absolute, for this reason there is currently 

no effective treatment. The interference of other severity modifying factors, apart from SMN2 gene 

expression has been suggested. Here we investigate the effects of valproic acid as a STAT5 inducer not only 

on SMN2 expression but on STAT5A gene expression as well as on the rate of apoptosis.  
Materials and Methods: Expression levels of the SMN2 and STAT5A genes were determined using Real-

time PCR while apoptotic rates were determined using flow cytometry in lymphocyte cell lines derived from 

three patients and two normal controls in response to valproic acid. 

Results: STAT5A gene induction, enhanced FL-SMN2 expression and reduced apoptotic rate were seen in 

lymphocyte cell lines after valproic acid treatment (p<0.05, t-test). 

Conclusion: Since STAT5A gene induction was accompanied with SMN2 transcriptional upregulation, 

these findings propose the involvement of STAT5A gene both as a component of the STAT5 pathway and as 

a target gene in drug responsiveness.  

 

Keywords: Spinal Muscular Atrophy, Valproic acid, Real-time PCR, Apoptotic rate 
 

 


