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  دهيچک
عناصر ر سرکوبگر تومور و ، عناصي نسخه برداريفاکتورهار ي نظييفاکتورها با، ي سلول گوناگونيها به رده ژهي ويزتماي يندهايفرا : و هدفنهيزم
 ي کنترل ـيهـا  سميمکان. باشند يمRunx3  و vHL ،Ecadا شامل ن فاكتورهي از ايکه گروه است  ارتباط تنگاتنگي دارانگ داخل سلوليگناليس
 ي در واقع هدف اصل.باشد يون ميلاسيون و استيلاسي از جمله متي متعدديها سميمکان ي که دارا استکي ژنتياپ زي نن فاکتورهايرگذار توسط ايتاث

 ي خون بند نـاف و آشـکار سـاختن الگـو    +CD34 يادي بنيها  در سلول Runx3 و   vHL  ،Ecad يها ان ژن يت ب ي وضع يل، بررس ي ذ ي  مطالعه
 .دوب ن مرحله ي موردنظر در ايها ون ژنيلاسيمت

 ـ و نط مخـصوص ي در مح ـ مـوردنظر يها  سلولکشت خون بند ناف و  ازيادي بنيها  سلولي جداسازپس از  : بررسي روش  ـي  از  ژنـوم صيز تخل
 ي در مراحـل بعـد  .گرفت انجام  مورد مطالعهيها ژن يبراز ين PCRو واکنش  ساخته شد cDNA ،نظر  موردRNA از  اولي  در مرحله ها، سلول

 .استفاده شد MSP يها  واکنش انجامي برا، قبلحلاه مر پردازش شدDNA ز ازين

 يهـا   سـلول RNAبـه  مربـوط   cDNA و Real Time PCR اسـتفاده در  ي شده برايطراح يمرهاي پرابا PCR  واکنشانجام پس از :ها افتهي
 از يگري دي در مرحلهMSP  انجامبا  .وندش يان ميب +CD34 يادي بنيها ، در سلول مورد مطالعهيها  ژني دست آمد که همه ج بهين نتايا، ياديبن

 طين شرايتحت ا کاملان يو بون يلاسي متفاقدز ين vHL  ژن ويان نسبي بون ويلاسي متي داراRunx3و  Ecad يها ژنمشخص شد که ز يمطالعه ن
  .نددوب

 نقـش مـوثر   ي دهنده ه ژن مورد مطالعه، نشانان هر سيک وجود دارد و ب   ي ژنت يرات اپ ييک ژن و تغ   يان  ين ب ي ب ي قابل توجه  يهمخوان :يريگ جهينت
  . داردخونساز يادي بنيها  و عملکرد سلوليولوژيها در ب ن آ

  vHL - Runx3 – Ecad -بند ناف  خون- خونسازيادي بنيها  سلول-ونيلاسيمت: يدي کلگانواژ
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  مقدمه
 كنترل اصول بنيادين ي بر اساس تحقيقات فراوان در زمينه      

 يمطالعات انجام شده رو نسخه برداري و نيز   ي  ويژهه  لول ب س
  مي بـه مفـاه    امـروزه  ،بدن انسان  يتکامل  و يني تکو هاي پروسه

  
  
  
  

  
 ـم ب ي تنظ ي عموم يها سمي در ارتباط با مکان    ي مهم بسيار ان ژن  ي

 .)8-1( ايـم  پـي بـرده    مختلـف  هـاي   بافت يريگ شکل نحوه   و
   انـواع   بـه   يك سلول بنيادي اوليـه     تمايز ،دانيم همانطور كه مي  

  
  
  

  استاديار دانشگاه علوم پزشکي قزويندكتراي تخصصي هماتولوژي،  -۱
 دانشگاه تربيت مدرسدانشيار  هماتولوژي، دكتراي تخصصي -۲

 دانشگاه علوم پزشکي زنجاندانشيار  هماتولوژي، دكتراي تخصصي -۳

  دانشگاه تربيت مدرسدانشيار ژنتيک، دكتراي تخصصي -۴
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 در سـطح    كنترل شده و دقيق    ، وابسته به تنظيم   ي سلول يها رده
ــب ــي ــ خــاص نظيان ژن و فاكتورهــاي كنترل هــا،  نيتوکير ســي

 چرخـه   ي  کننـده ژه، عناصر کنترل    ي و يبردار  نسخه يفاکتورها
نگ داخـل سـلول     يگناليآپوپتـوز و عناصـر س ـ      ر،ي، تکث يسلول
 ـ از ا  سه مورد که   ،)12-9( باشد مي  بـه  حيـاتي  ن فاكتورهـاي  ي

 von Hippel Lindau (vHL): شده اسـت معرفي  در ادامهاختصار
 ي روآن نيـز ژن  باشـد و   مي نداويپل ل ين فون ه  يئپروتكدكننده  

 ـا .)13( گرفته است قرار ۳کروموزوم    ـ از سـه ز فـاكتور ن ي  ري
 ل شدهتشكي ۲ن ي و کولCن ي، الانگBن ي الانگيها نام واحد به

  راHIF( Hypoxia-Inducible Factor ( به اسميکه فاکتور
 ـنما يه م ـ ي تجز آماده اسيون،نيتيئکويوبي با  ـ،  HIF .)14( دي ک ي

 EPO (Erytropoietin)  مربـوط بـه   ژنيبـردار  فاکتور نسخه
 يهـا   سـلول  ويـژه ه  هاي بدن ب    سلول  در يپوکسيط ها يدر شرا 
گـر   ک عامل سـرکوب ي ،vHLن يي پروت.)15( باشد مي كليوي
نيـز   ي چرخه سلول  و از عناصر نظارت بر نقاط حساس      تومور  

 ،تومورهـا در اكثريـت    کـه   اين حال با توجه بـه     .)16( باشد مي
 در سـرکوب   vHLنقـش   گـزارش شـده،      HIF ير بـالا  يمقاد

ايـن   )17( .واقع شـده اسـت     توجهمورد  ، بيش از پيش     تومور
 ،VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)ان ژن ي ـش بي با افزافاكتور

ــ آنژمحـــرك ــا )18( وژنز بـــودهيـ ــار ژن و بـ   ، mTOR مهـ
  )19( .دباشــ ي مــ نيــزيم ســلولي تقــساز عوامــل نظــارت بــر

Runt-Related Transcription Factor 3 (Runx-3) از عوامل 
چرخـه   ي   و كنترل كننـده    )20( زي تما ل در ي دخ ينسخه بردار 

 يهـا  يتواند با اتصال به توال     يمباشد كه اين كار را       مي يسلول
کل يس ـم  يول تنظ ـ و مـس  يهـا   پروموتـور ژن   يخاص در نواح  

گـر   ن سـرکوب يئک پـروت ي ي از طرف .)21(  انجام دهد  ،يسلول
 بـه طـور قابـل        عملكـرد آن   و ضـمنا   )22(هـست   ز  يتومور ن 

 .)23( شـود  مـي  اخـتلال   دچارها، يميت بدخي در اکثر يتوجه
  مـشخص شـد كـه      ۲۰۰۴ي از مطالعات در سـال       براساس يك 

ــالايريــ تکثداراين عنــصر، يــ فاقــد ايکــي ژنتيهــا مــوش   ب
 ـ نTGF ي نـسبت بـه اثـرات مهـار    ،بودهال يتلي اپ يها سلول ز ي

 در  Runx3 كه اين امر گواه بر اين مدعاست كه          ند هست مقاوم
  .)24( شود بندي مي  گر تومور نيز طبقه     عوامل سركوب  ي  دسته

Calcium Dependent Adhesion Molecule-E (E-cadherin)   ايـن
.  داردينقش مهم يداخل سلول يها يند چسبندگي در فراعنصر

كــاملا هــا  ن بافــتيز و تکــوي در تمــاين اتــصالات ســلوليــا
 نيابا   .)25( باشند  مي مي کلس  حضور وابسته به  ،تاثيرگذار بوده 

 كه در عصر حاضر بـه عنـوان يكـي از            ي مهم موضوع،  وجود
ژنتيـك   له اپـي  اطرح شده است، مس   مسيرهاي كنترل بيان ژن م    

تـوز و  يت م يان ژن، وضـع   ير در ب  ييک به تغ  يژنت ياپ .)26( است
 ـرپاييوز، بدون تغي م يحت  ـوتئسـکانس نوکل ه در ي  يهـا  ژن يدي

عنـوان   ژنتيك به پيامروزه ا. )۲۷ و  ۲۸( شود يمورد نظر گفته م   
يك اصل غيرقابل انكار در تنظيم تمايز بافتي مطرح شده است 

سـيون  هـاي مهـم در رابطـه بـا آن، متيلا           كه يكي از مكانيـسم    
باشـد كـه در      بـرداري مـي    ها و فاكتورهاي نسخه    پروموتور ژن 

 گـردد  هـاي مـورد نظـر مـي        نهايت منجر به خاموش شدن ژن     
 ـ   .)29(  ـژنت يدر واقع واژه اپ  ـمکانک و ي   متفـاوت آن يهـا  سمي
 ـو تکث آپوپتـوز   ،  ز، رشـد  يتمـا  تمام مراحـل     توانند يم  را در ر  ي

 از ي هدف اصل.)30( دنقرار ده ري مختلف تحت تأثيها لسلو
عنـوان   ک به يژنت ين است که مشخص شود اپ     يز ا ين مطالعه ن  يا
 ـم ب يان ژن، تا چه حد و چگونه در تنظ ـ        يم ب يک اصل تنظ  ي ان ي

 يها ژن .کند ي نقش م  يفايگر تومور مربوطه ا     سرکوب يها ژن
 در خـانواده  کننـد کـه      ي را کـد م ـ    ييهـا  ني پروتئ مورد مطالعه، 

نقش بسيار مهمـي را در      و   بودهگر تومور     سرکوب يها فاکتور
عهده دارنـد   هاي تمايز يافته نهايي به    تنظيم پروفايل ژني سلول   

تـوان   هـا نيـز مـي    آن عملكرد ي هاي تنظيم كننده   و از مكانيسم  
 يعيو طبان نرمال يکه در واقع در حالت ب  ون را نام برد   يلاسيمت

ون منجر  يلاسيپر مت ي اما در حالت ها    ، شده يميباعث مهار بدخ  
نکـه  يبـا توجـه بـه ا    .شـوند  ي مختلف مي تومورهايشرويه پ ب

هـاي مـورد      متيلاسـيون در پروموتـور ژن       و يان ژن ي ب وضعيت
 يها سلول  درين بافتي دخيل در تکو يعنوان فاكتورها  بحث به 

CD34 ياديبن
 مـشخص  تـاکنون  جدا شده از خون بند نـاف،       +
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  در ذکر شـده   يها ان ژن يت ب يوضع ن مطالعه ي ا در .نشده است 
 در کـه  شد   يبررس ف خون بند نا   يادي بن يها  سلول  از يگروه
 مـورد  هـا  ژن نيپروموتور هم ـون يلاسيت متي وضعزي ن آن ادامه

  .تگرفمطالعه قرار 
  

   بررسيروش
 خون يها سهيابتدا ک :CD34+ يادي بنيها ص سلوليتخل     

تعداد ( دي گرديآور بند ناف از سازمان انتقال خون تهران جمع
 که در دفعـات مجـزا از سـازمان    مورد بوده  ۱۰  حدود ها نمونه

 يهـا  سـپس سـلول   . ) شده است  يآور انتقال خون تهران جمع   
 با اسـتفاده از روش   جداگانهطور  هر نمونه بهCD34 + ياديبن

MACS (Monoclonal Antibody Cell Sorting)ـ   يسـاز ص و جداي تخل
ش و  يگر مخلوط نـشده و مراحـل آزمـا        يکديها با    نمونه (شد

 ).طور مجزا صورت گرفتـه اسـت      هر نمونه به   ي بر رو  يبررس
 Indirect CD34+ MicroBead Kit يها تين مرحله از کيدر ا

 پروتوکل استفاده شده .استفاده شد Miltenyi Biotec شرکت
 ـ، بر اساس دستورالعمل کيادي بنيها ص سلوليجهت تخل  ت ي

  .باشد يم
 ـجداشده از ک   +CD34 يها ن خلوص سلول  ييتع  يهـا  سهي

 يهـا   خلوص سلول  يبررس: يتومتريخون بند ناف با فلوسا    
CD34+                 جدا شـده از خـون بنـد نـاف بـا اسـتفاده از روش 

 ـادر . فــت انجــام گريتومتريفلوسـا   يبــاد ي از آنتــمرحلــه ني
. استفاده شـد  ،  BD تومتري و دستگاه فلوسا   CD34+منوکلونال  

 ـ    يرنگ فلورسانت مورد استفاده برا      يبـاد  ي نشاندار کـردن آنت
 يافـزار مـورد اسـتفاده بـرا         نرم و نيتري ار کوي، ف CD34 يبرا

 مورد اسـتفاده  يباد ينوع آنت. باشد ي م WinMDIها،  دادهريتفس
 ـ ،زي ن پيزوتاي ا يبرا  بـا  ي از منـشا موش ـ يبـاد  ي مربوط بـه آنت

 نـشاندار شـده   )نيتريکواريف (PE که با باشد ي م IgGІکلاس
 .است

 مـورد   طيمح ـ : بند نـاف    خون  جداشده از  يها  سلول کشت
 که بـه    باشد ي م Stem-Span طي منظور، مح  نياستفاده جهت ا  

ــاآن  ــد يفاکتوره  و Flt3 ،TPO (Thrombopoietin) رش
SCF (Stem Cell Factor)نانو گرم در   50يي، با غلظت نها

 يها  مخصوص، سلول طي مح نيبا ا . اضافه شده است  ليتر    ميلي
   بـا  انکوبـاتور  در تـا دو روز      کيجداشده از خون بند ناف را       

 داده و   کـشت  گراد  ي سانتي   درجه ٣٧ يدما  و CO2 درصد ٥
 دامـه ، جهـت ا PBS پس از شـست و شـو بـا بـافر     تيدر نها 
     .ميکرد ي موردنظر جداسازطيها از مح آزمون

 يهـا   بعد ژنوم سـلول    ي  در مرحله  :RNA و   DNAص  يتخل
 ـمورد نظر با اسـتفاده از ک        RNA  و DNAص  ي تخل ـ يهـا  تي

 ـ        ياژن، جداساز يشرکت ک  ه  و جهت استفاده در مراحل بعـد ب
  . ره شدي ذخگراد ي سانتي درجه -۲۰خچال يصورت موقت در 

ن يدر ا :RT-PCRظر با استفاده از  موردنيها ان ژني بيبررس
ت ي با استفاده از کيادي بنيها  جداشده از سلول  RNAمرحله،  

 ـ شـرکت ک   cDNAسنتز    و بـا    ه شـد  cDNAل بـه    ياژن تبـد  ي
 ـ بي بررسي سفارش داده شده برا  يمرهاياستفاده از پرا    ان ژني

طور  هها ب  ژني  همهي براPCRکلر، واکنش يو دستگاه ترموسا
ــام گ ــه انج ــتجداگان ــا .رف ــب اAnnealing يدم ــ مناس ن ي

 يمرهايپرا .گراد بوده است   ي سانت ي  درجه ۶۰تا   ۵۵مرها،  يپرا
 ـمورد اسـتفاده در ا  بـا  ، Real-Time PCR ين مطالعـه بـرا  ي

هـا   و صـحت آن    شـده    ي طراح ـ primer3افزار   استفاده از نرم  
 ـ مورد ارزBlastمجددا با استفاده از    ي بـرا . قـرار گرفـت  يابي

 ـ شـرکت ک PCR Master mixاز هم از يدنگر مواد موريد اژن ي
  .استفاده شد
  کي مورد استفاده در تکنيمرهاي مشخصات پرا:۱جدول 

 RT-PCR  
Sequence (5`-3`)  Oligo 

Name  
GACAGCCCCAACTTCCTCT  Runx3-F  

CACAGTCACCACCGTACCAT  Runx3-R  
GTCATCCAACGGGAATGCA  Ecad-F  

TGATCGGTTACCGTGATCAAAA  Ecad-R  
CTGCCCGTATGGCTCAACTT  vHL-F  
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GTGTGTCCCTGCATCTCTGAAG  vHL-R  
ن يدر ا :MSP آن جهت يمنظور آماده ساز ه بDNAپردازش 
   ياديــــ بنيهـــا   جداشـــده از ســـلول  DNA ،ي مرحلـــه 

ــا اســتفاده از  ــ شــرکت کEpiTect® Bisulfite Kitب   اژني
  تحت پـردازش قـرار گرفـت تـا جهـت اسـتفاده در واکـنش               

MSP (Methylation-Specific PCR)آماده شود .   
  ن ي ـجهـت ا   :نظـر   مورد يها ون ژن يلاسيت مت ي وضع يبررس

  

 MSP واکنش ي پردازش شده مرحله قبل برا     DNAاز  منظور  
 افــزار  نـرم بـا اسـتفاده از   مــوردنظر يمرهـا يپرا .اسـتفاده شـد  

Methprimer افـزار   و با استفاده از نـرم      ي طراحMethblast ،
 مورد استفاده جهـت     يمرهايپرا يتوال .د قرار گرفت  ييمورد تا 

 فهرست شده   دو شماره    در جدول  ها ات آن يي و جز  ن منظور يا
   .است

  MSP  کي مورد استفاده در تکنيمرهاي مشخصات پرا:۲جدول 
Sequences  3'   to'    5 Form Temp Cycle Size Gene 

GTT GGA GGA TTT TTT TGT GTA TGT  
CCC AAA CCA AAC ACC ACA AA 

TGG AGG ATT TTT TTG CGT ACG C 
GAA CCG AAC GCG GCG AA  

UF 
UR 
MF 
MR 

60 
 

60 

35 
 

35 

165 
 

158 

vHL 

GTG GGT GGT TGT TGG GTT AGT GAG 
CAC CTC CTC AAC CAC CAC TAC CAC 
GTC GTC GGG TTA GCG AGG TTT CGT 

CGA CCG ACG CGA ACG CCT CCT C 

UF 
UR 
MF 
MR 

59 
 

59 

37 
 

37 

130 
 

130 

Runx3 

TTA GTT AAT TAG TGG TAT GGG GGG TGG 
ACC AAA CAA AAA CAA ACA CCA AAT ACA 

TAA TTA GCG GTA CGG GGG GT 
CGA AAA CAA ACG CCG AAT ACG  

UF 
UR 
MF 
MR 

59 
 

59 

35 
 

35 

97 
 

116 

Ecad 

  
  ها  يافته
 از  +CD34 يها ص سلول ي پس از تخل   ييدر مراحل ابتدا       

ــک ــا سهي ــاف يه ــد ن ــل از ازد،خــون بن ــ قب ــا اد ســلولي    دره
Stem-Span ، ـ تکناسـتفاده از  بـا   درصـد  ،يتومتري فلوسـا کي

 ـ  يهـا  خلـوص سـلول    يهــا يبـاد  ي مـورد نظــر و صـحت آنت
 ـارز مورد،  MACS  روش بامنوکلونال    قـرار گرفـت کـه     يابي

   تهيـه شـده از   cDNAهـاي   نمونـه  :ن قرار استي آن از ا  جينتا
  

RNA  در روش ،هـاي بنيـادي    جدا شده از سـلول RT-PCR 
هـاي مـورد نظـر مـورد         براي بررسي تنها بيان يا عدم بيان ژن       

 PCR محـصولات  DNA بانـد  ي انـدازه . آزمايش قرار گرفت 
 و ۶۰، ۱۲۳ترتيـب    بـه ،  Runx3 و   vHL  ،Ecadهاي   ژنبراي  
در اين بخش از مطالعـه، محـصولات     . باشد باز مي  جفت   ۱۲۰

PCR   روي ،نهايت جهت مشاهده باند مربـوط بـه هـر ژن   در 
  . درصد بارگذاري شد۵/۱ژل آگاروز 
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 و پيزوتاي مربوط به کنترل ا Aري تصو. که از خون بند ناف جدا شده استييها ل  سلوي، بر روCD34ان شاخص يزان بي م:۱ ريتصو
  .دهد يرد نظر را نشان مو ميها  سلولي درصد۸۰ر سمت راست خلوص يتصو .باشد ي مCD34وط به  مربزي نB ريتصو

  

   مـشاهده بانـدها،   ينظـر بـرا    ژل مـورد ،تي ـپس از آن در نها    
 ـز   ، عکــس دور شــماره ي قــرار گرفــت کـه تــصو UVر نــور ي

  طـور کـه    همـان  .دهـد  يرا نـشان م ـ   ثبت شده مربـوط بـه آن        
ــقبــل از ا ــا اســت ن ذکــر شــد،ي   ي طراحــيمرهــايفاده از پراب

ــد Real-Time PCR ت اســتفاده دريــشــده کــه قابل    را دارن
 ـبـو نوکل يه شده از ري ته cDNAز  يو ن   يهـا  د سـلول يک اس ـيي
 ،رين تفاســيــ بــا اکــه انجــام گرفــتPCR  واکــنش، ياديــبن

  توانــد در هــر صــورت ين مرحلــه مــيــ بانــد در اي مــشاهده
  دنظران ژن مربوطـــه در ســـلول مـــوريـــ بي دهنـــده نـــشان
   ژل يهــا نکــه در همــه خانــهين بــا توجــه بــه ايبنــابرا. باشــد

ــدر ا ــد مربوطــه را درســت در     ين مرحلــه، مـ ـي   تــوان بان
 ـم ايتـوان  ي قابـل انتظـار مـشاهده کـرد م ـ    ي محـدوده   نــهوگ ني

 ـ مـا در ا    ي   مـورد مطالعـه    يها م که همه ژن   ي کن يريگ جهينت ن ي
ــتحق ــق، در پروفاي ــي ــلوليل ژن ــا  س ــ بنيه    +CD34 يادي
 پـس از    DNAاز طـرف ديگـر،       .دشـتن ز وجود دا  ي از تما  قبل

   MSPدر تکنيـک     پردازش جهت مطالعه وضعيت متيلاسيون،    
  .مورد آزمايش قرار گرفت

   
 يباشد که باندها يم% ۵/۱ مربوط به ژل آگاروز  بالاري تصو:۲تصوير 

 ي بـرا PCR محصولات واکنش   ي  دهنده قابل مشاهده در آن نشان    
  هر سهبا توجه به شکل، .استق ين تحق ي در ا   مورد مطالعه  يها ژن

نظر ما   مورديادي بنياه ق، در سلولين تحقيفاکتور مورد مطالعه در ا
 ـي بN-C  .شوند يان ميش بيز، کم و بيقبل از تما  يانگر کنترل منف

 اسـت کـه   Master mix يا نجا نمونـه ي در ايکنترل منف (باشد يم
وب اضافه شده به يکروتي به م واکنش مورد نظري مواد لازم براي همه

  .)DNAجز نمونه 
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 مختلـف  يهـا   ژني براMSP محصولات DNA باند  ي  اندازه
  :ن قرار استي از ا مختلفيها در حالتمورد مطالعه 

١( Methylated vHL – 158 bp 
٢( Unmethylated vHL – 165 bp 
٣( Methylated Runx3 – 130 bp 
٤( Unmethylated Runx3 – 130 bp 
٥( Methylated Ecad – 168 bp 
٦( Unmethylated Ecad – 178 bp 

  

 ـر ثبت شده در ا   ين تصاو ياتري از گو  يکيبر اساس     ن مرحلـه ي
: ر کردي تفسشکلن يج را به ايتوان نتا ي م،)۳ ي  ر شماره يتصو(

   با توجه به مشاهده باند      Runx3 و   Ecad فاكتورهايدر مورد   
  لـه،  يرمتيلـه و غ ي متيمرهـا يدر هر دو واکـنش مربـوط بـه پرا       

 ـ در ا  هـا  ن ژن ي در پروموتور ا   يون نسب يلاسيک مت ي ن مرحلـه   ي
 ـ ب ي  دهنـده   که نشان  ودب  ييشگويقابل پ   ـ آن در ا   يان نـسب  ي ن ي

 فقط vHL يعنيگر يدر مورد ژن د. دبو يز سلوليمرحله از تما
 ـ غيمرهـا ي مربوط به پراچاهکدر    ـلـه، بانـد د  ير متي   ده شـد ي
ن ي و بنـابرا ن مرحلـه ي ـون ژن فوق در ا    يلاسيانگر عدم مت  يکه ب 

 ـب P-C ر،ين تـصو ي ـطـور در ا  ني هم.بود آن  کاملانيب گـر   اني
 يدر واکـنش کنتـرل مثبـت بـرا     (اسـت    مثبتت کنترل   يوضع

MSP از  يا ، نمونه DNA   کـه بـا   فـت گر  مورد اسـتفاده قـرار 
، مورد پردازش قرار گرفت و      Sss1لاز به اسم    يم مت ي آنز ينوع
  .)له شديمت

  
  
  
  
  
  
  

  
 يها  حالتي براPCR محصولات واکنش ي دهنده  قابل مشاهده در آن نشاني که باندهااست% ۵/۱ر مربوط به ژل آگاروز ين تصوي ا:۳تصوير 

 است که در ييها نشان داده شده مربوط به واکنش) رنگ قرمز (M که با حرف ييها خانه. دوق بين تحقي مورد مطالعه در ايها له ژنير متيا غيله يمت
 ييها نشان داده شده مربوط به واکنش)  رنگيآب (U که با حرف ييها له استفاده شد و خانهي مربوط به ژن موردنظر در حالت متيمرهايها از پرا آن

  .له استفاده شديرمتي مربوط به ژن موردنظر در حالت غيمرهايها از پرا است که در آن
 

  بحث
م ي تنظ ـيها مسير  از يعنوان يك   كه امروزه به   يمبحث جالب      

ر در  يي ـن علـم بـه تغ     يا. ژنتيك است  اپي ان ژن مطرح شده،   بي
 گفته  آنيديوتئسکانس نوکل در  يرييبدون هرگونه تغ   ان ژن يب
 ها ژه متيلاسيون پروموتور ژنيوه ک، بيژنت يدر واقع اپ  . شود يم

 ـ و ن مختلفيها ها و بافت   ش سلول يداي مراحل پ  قادر است   زي

 .)29-26(هـد   قـرار د   ري را تحـت تـأث     يز و مـرگ سـلول     يتما
 يني تکويها سمي مکانيقات صورت گرفته بر رويبراساس تحق

 کنترل يها سمين در رابطه با مکانياديم بنيمختلف، بشر به مفاه 
 .)8-5(اسـت    برده   ي پ بافت يريگ  شکل يها نديفرآان ژن و    يب

 مختلـف، عمومـاً وابـسته      ي سـلول  يهـا   تمايز به گروه   ي  نحوه
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 ـيتنظيم در سطح ب  به  ـ حـد واسـط نظ  يان ژن و عناصر كنترل ر ي
 کننـده بـر     نظارت ي خاص، فاکتورها  ي نسخه بردار  يفاکتورها

نگ يگنالي و عناصـر س ـ يها، مرگ سـلول  م سلولي تقسي  چرخه
ن عناصـر حـد واسـط    ي از ا  ي که گروه  .)12-10( سلول است 

طور کـه در     همان .Runx3 و   vHL، Ecad يها  ژن عبارتند از 
ق از ي ـن تحقي مورد مطالعه در ا  يها ج عنوان شد، ژن   يبخش نتا 

ن ابعاد، موضـوع    ي از ا  يکي:  قرار گرفت  يدو جنبه مورد بررس   
 ـ بن يها نظر در سلول    مورد يها ان ژن يب  قبـل از    CD34 +يادي

ت يگر روشن شدن وضعيباشد و موضوع د ي ميزيتماهرگونه 
 يمله مهامس. ست اها ن ژني پروموتور هم يون در نواح  يلاسيمت

ن اسـت کـه   ي ـن قسمت بـه آن اشـاره کـرد ا    يتوان در ا   يکه م 
 يي ساختارهاي خود داراي پروموتوريها در توال    از ژن  يگروه

ــ ــتوانــد دچــار تغ يهــستند کــه م ــيي ــدم (يکــيژنت يرات اپ  انن
 آن،  ير در تـوال   ييان ژن مربوطه را بدون تغ     ي ب ،شده) ونيلاسيمت

 يک ژن در نـواح يگر اگر ي به زبان د  .)28-26( کند   يدستکار
 ـ   ي خـود دارا   يپروموتور ن ين و گـوان يتوزي از س ـ  ي منـاطق غن

)CG Island Rich (ت ي است که وضـع ين معنين بديباشد، ا
 ـ به خاموش شـدن      يتواند منته  ي مذبور م  يون نواح يلاسيمت ا ي
ک يان  يب است که    يهيبد. نظر شود  ان ژن مورد  يوشن شدن ب  ر

ــژن در پروفا ــر در   Gene Expressionل ي ــد نظ ــلول م  س
 ـ ي، بـا اصـول  يبـردار   نـسخه ي مرحلـه  ک و يــژنت ي همچـون اپ

، ۱۹۶۰در سـال     .)30( است ارتباط تنگاتنگ    يون دارا يلاسيمت
 ـ     )Hematopoiesis (يخونساز عنـوان   ه توسط دكتر جان پل ب

.  شد ي ژن معرف  اني ب ي الگوها ي بررس يآل برا  دهي ا ستمي س کي
را در  هـاي آن  جان توانست پروسه كنترل بيان ژن و مكانيـسم     

 ،متعـدد  مطالعـات    در .)4( كنـد    حيخونسازي تا حدودي تشر   
) Gene Expression Profile( نشان داده شده كه پروفايل بيـان ژنـي  

 ميلوئيـد تـا حـدود زيـادي بـا       ي  سازهاي متعهـد بـه رده       پيش
ن ي ا اما؛پوشاني دارد  اريتروئيد همي سازهاي متعهد به رده     پيش
 لنفوئيد، متفاوت است    ي  سازهاي متعهد به رده     پيش با   ليپروفا

 نــشان داده شــده كــه پروفايــل بيــان ژن در طــور نيهمــ .)4(

متفـاوت  ) Progenitors( سـازها    شي با پ  CD34 +يها سلول
شوند،    بيان مي  CD34+هاي   در سلول هايي كه     ژن يعني .است

هـايي كـه در    باشـند امـا ژن      بيشتر مربوط به انتقال سيگنال مي     
 ـ بيشتر مربوط به پاسـخ ايمنـي و          ،شوند  سازها بيان مي    پيش  اي

 نكته بـسيار مهـم و جالـب توجـه           يك .)4( هستند   بوليسممتا
 هـاي هماتوپويتيـك   ديگر در ارتباط با تنظيم بيان ژن در سلول  

+CD34    قبل از تمـايز،     ي  هايي كه در مرحله    اين است كه ژن 
برنـد، در      به سر مي   Un-methylated)( متيله   ريدر وضعيت غ  

هايي كه   اما ژن،مانند  باقي ميرمتيلهيمراحل پس از تمايز نيز غ     
 هستند و از نظر بيـان خـاموش   لهي قبل از تمايز متي  حلهدر مر 

شـوند و داراي     مي رمتيلهيباشند، در مراحل پس از تمايز، غ        مي
 يند خونـساز  يفرآ امروزهن  يعلاوه بر ا   .)4( .بيان خواهند بود  

ژنتيـك   آل بـراي بررسـي تغييـرات اپـي       عنوان يك مدل ايده    هب
 ،ري اخ يها  سال در .)27( شود ياي محسوب م    ضمن تمايز رده  

 يهـا   سـلول هـاي عامـل تمـايز     متيلاسـيون ژن   يبررسي الگو 
+CD34 هـاي    لنفوئيد و ميلوئيد نشان داده كـه رده      يها  رده  به

 يهاي لنفوئيـد، دارا    داراي كاهش و رده    زيميلوئيدي ضمن تما  
 ـ رابطـه بـا نقـش دق      در .)27( باشـند  ي م ونيلاسي مت شيافزا  قي

، در )vHL-Ecad-Runx3( ي بررســــ مـــورد يفاکتورهـــا 
 ونيلاس ـي و مت  اني ب ي الگو نطوريو هم ک  يتي هماتوپو يها سلول

 خونساز، تـاکنون مطالعـات      يادي بن يها  فوق در سلول   يها ژن
 ـهـا در ا   دانسته ، انجام نشده  يکاف  محـدود و نـاقص   ابطـه  رني

 ي بـرا MSPج يدر واقع همـانطور کـه ذکـر شـد، نتـا       . هستند
ج ي و نتايون نسبيلاسيصورت مت ه ب Runx3 و   E-Cad يها ژن

تـوان   ي موارد فوق مثبت است کـه م ـ يز برا يان ژن ن  ي ب يبررس
از طـرف  .  کـرد يريگ جهيدست آمده را نت  بهيها  داده يهمخوان

ون در يلاس ـيانگر عـدم مت ي بMSPج  ي، نتا vHL ژن   يگر برا يد
 ـان ژن ن  يز ب يج آنال ين مرحله و نتا   يا  وجـود   ي  دهنـده  ز نـشان  ي

 ـ و در نها   PCRبل انتظار در    محصول قا   ـ  ي ـت ب ي  يان مثبـت ژن
 توسـط  ۲۰۰۳ در سـال  ي در خونـساز Runx3نقش   .باشد يم

Maggie  ــورد بررسـ ـ ــد و م ــشخص ش ــت ي م ــرار گرف .  ق
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 يها يمي از بدخ  يادي ژن تاکنون در تعداد ز     ني ا ونيلاسيپرمتيه
 نـشان داده شـده کـه    يطور کل به.  نشان داده شده است  يانسان

  :شود سط سه مكانسيم اصلي تنظيم مي  توRunx3 ژن انيب
   Loss of Heterogeneity((LOH)(ته از دست دادن هتروژني -
  ). Protein Mislocolization(تغيير موقعيت پروتئين  -
  ).Promoter Methylation(متيلاسيون پروموتور  -

هـاي   ، نقـش Runx3توان براي  با توجه به مطالعات پيشين مي    
 ـ   پيش  خونساز يادي بن يها ول در سل  احتمالي زير را    : كـرد  يبين

 ،TGF-βدخالت در مسيرهاي سيگنالينگ مرتبط با        .)20-24(
هدايت تمايز سلول بنيادي به سمت ميلوئيد يـا تيموسـيت در       

بافـت خونـساز در خونـسازي    توليد و تكامـل  ،  شرايط خاص 
هـاي بنيـادي     كنتـرل ميـزان تكثيـر در سـلول        ،  )جنينـي (اوليه  

 در رديـف    Runx3هماتوپويتيك با توجه بـه ايـن نكتـه كـه            
 بار در سـال  ني اوليبرا .فاكتورهاي سركوبگر تومور قرار دارد    

 همچـون   کـه   اشـاره شـد    يدر خونساز  Ecad به نقش    ۱۹۹۵
Runx3 ـ  آن در تع   ونيلاسيپرمتي، ه  هـا   يمي از بـدخ   يداد فراوان

ده شــده کــه يــ دياديــدر مطالعــات ز. گــزارش شــده اســت
ن يان ايم بي در تنظيي به تنهاEcadون پروموتور در ژن     يلاسيمت

 ـ نظ يگري د يها سميست و مکان  يل ن يژن دخ   ـ در ا  LOHر  ي ن ي
 ـ ي را ا  يپروسه نقش مهم   لازم بـه ذکـر اسـت کـه          .کننـد  يفا م

ن ژن يون ايلاسيان و متيت بيضع مشابه در ارتباط با و     ي  مطالعه
است و ک، تاکنون انجام نشده يتي هماتوپو يادي بن يها در سلول 

 ــ ــه بررس ــات ب ــر مطالع ــيت متي وضــعياکث  در Ecadون يلاس
 چـسبندگي  يتوان مواردي مثل القـا  مي .اند ها پرداخته  يميبدخ

گيـري    بين سلولي در جزايـر اريتروبلاسـتيك، پروسـه شـكل          
ــلول ــساز  س ــاي خون ــس از  CD34+ه ــي پ ــزودرم جنين  از م

 القاي  ک،يهاي بنيادي هماتوپويت   گزيني، كنترل تكثير سلول     لانه
تي و يتر از همه، تنظـيم پلاستيـس   پروسه تخريب سلولي و مهم 

هاي احتمالي ژن   را از نقشCD34+ هاي پذيري سلول   انعطاف
Ecad در ســال  .)25(هــاي هماتوپويتيـك دانــست    در سـلول
 رفعالي، و غ)ونداي لپليفون ه( vHL ژن  ونيلاسيپرمتي، ه ۱۹۹۴

، ۱۹۹۹ در سـال  . گزارش شدي انسانيها يميشدن آن در بدخ   
 در  vHL بود که به نقـش       ي کسان ني اول في در رد  زينماكسول  
ــساز ــرديخون ــاره ک ــش . اش ــا نق ــاليه  در vHL ژن ي احتم

 ن قرار اسـت   ي بر اساس مطالعات متعدد از ا      يادي بن يها سلول
 كنترل   و  تكثير ، چرخه سلولي  ي  كنترل دقيق پروسه   :)13-19(

كنتــرل ،  بنيــادييهــا  در ســلولRNAهــاي  كيفيــت ملكــول
هـاي    انـدوميتوز در عملكـرد سـلول   س وي آپوپتـوز  يهافرايند
هـاي مـرتبط بـا طـول عمـر و پيـري         كنترل مكانيـسم  ،  بنيادي
  .هاي بنيادي سلول

  
  يريجه گينت

دست آمده در مراحل مختلف ايـن تحقيـق نـشان       نتايج به      
هاي مورد مطالعه    دهد كه متيلاسيون نواحي پروموتوري ژن      مي

)vHL  ،Runx3   و Ecad(،         يكي از مـسيرهاي قطعـي كنتـرل 
يچكـدام از فاكتورهـاي     در واقع بيان ه    .بيان اين فاكتورهاست  
باشد و ايـن      منفي نمي  کيتي هماتوپو يها مورد بحث در سلول   

هـاي   گوياي اين نكته است كه هر سه ژن، در متابوليسم سلول     
در ميزان  . باشند داراي نقش تعريف شده مي    ،  +CD34بنيادي  
 و نيـــز الگـــوي Ecad و vHL ،Runx3 فاكتورهـــاي بيـــان

متيلاسيون در نواحي پروموتوري فاكتورهاي فـوق، همخـواني    
 يرت و نـاهمخوان يوجود مغا اگرچه  .شود قابل قبولي ديده مي   

 از توان گفـت   مي چراکه،ستيز دور از انتظار ن  ين رابطه ن  يدر ا 
تكنيك  نتايج متيلاسيون در اين مطالعه با استفاده از          ک طرف ي

MSP            هـاي    به دست آمده است كه قادر بـه گـزارش تفـاوت
ي متيلاســيون كمــي متيلاســيون نبــوده و بــه مقايــسه الگوهــا

  زاني ـم مي در تنظ ـگـر ي د از طـرف   و پردازد صورت كيفي مي   هب
 ـژه ن ي ـسم و ي ـک مکان يها فقط    ان ژن يب  نقـش  يفـا يست کـه ا ي
ت  مختلف اس  يها  مسي از مکان  يند گروه يآشه بر يکند و هم   يم

  ر ييــ دســتخوش تغ در ســلول، رايان هــر ژنــيــکــه ســطوح ب
   .دينما يم
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Background and Objective: Specific differentiation processes to various cell lineages are closely associated 

with factors such as transcription factors, tumor suppressor elements and internal signaling pathways 

including vHL, Ecad, and Runx3. Epigenetics is an effective control mechanism of these factors, including 

several mechanisms such as methylation and acetylation. The main objective of this study was discovering 

the expression status of vHL, Runx3 and Ecad genes and determining the methylation patterns in the 

respective genes in hematopoietic cord blood stem cells. 

Materials and Methods: After isolating the stem cells from cord blood, expansion of the desired cells and 

DNA purification from the cells, in the first stage cDNA was constructed from the RNA, and PCR was 

performed for the genes under study. In later stages, the processed DNA from the previous stages was used 

for MSP reaction. 

Results: After PCR using designed primers to be used in Real-Time PCR and RNA derived cDNA of stem 

cells, it was found that all the genes under study were expressed in CD34+ stem cells. MSP in another stage 

of the study showed that Ecad and Runx3 genes are partially methylated and partially expressed, and vHL 

gene is not methylated and is completely expressed in this stage.    
Conclusion: There is substantial agreement between gene expression and epigenetic alterations, and study of 

all the three genes indicates their effective role in biology and function of these stem cells in Hematopoietic 

stem cells. 

 

Keywords: Methylation – hematopoietic stem cells – Cord blood – vHL – Runx3 – Ecad 


