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 مقاله پژوهشي 

 

 های  و ژن Musashi2-Numbبر الگوی بیانی مسیر  Msi2ن ژاثرات مهار بیان 

 های لوکمی میلوئیدی مزمن درگیر در تکثیر و آپوپتوز سلول
 

 3زاده ، مجید صادقي2، صادق باباشاه4فروزان مرادی
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ساوو    وهاای لوکمیاایي    سبب کاهش رشد سلول ،کننده سرنوشت سلولتعیینعنوان ژن ه ب Numbبیان ژن 
 از موالعاه،  هدفگردد.  های لوکمي میلوئیدی مزمن ميسلولدر  Numb ژن بیان منجر به مهار Msi2 بالای ژن

های درگیر در و ژن Musashi2-Numbبر بیان محور  Msi2مهار اثرات و  RNAiتوسط استراتژی  Msi2 ژنمهار 
 بود. K562 های لوکمیایي سلولتکثیر و آپوپتوز 

 ها روش مواد و
باا اساتداده از   ، دهاد  را هادف قارار ماي    Msi2که ژن سنتتیک  siRNAوکلئوتید نالیگودر این موالعه تجربي، 

،  Msi2  ،Numbهاای  تغییار بیاان ژن   شد. به صورت دو بار تکرار ترانسدکت K562ی هاسلول هلیپوفکتامین ب
P21  وBcl-2  ،21  توسااط ساااعت پاا  از ترانسدکشاان 1۴و ،Real-time PCR د. از آزمااون ارزیااابي شاا

انجاا    t-test با آزماون  جهت ارزیابي القای آپوپتوز استداده شد. آنالیز آماری  Annexin V-PIفلوسایتومتری 
 .گرفت

 ها يافته
و  سااعت باه بایش از دو برابار افازایش      1۴پ  از  K562در رده سلولي  Numbبیان ژن ،  Msi2ن با مهار ژ

عناوان ژن  ه ب Bcl-2ژن افزایش و بیان  کننده کلیدی چرخه سلولي عنوان تنظیمه ب P21بیان ژن متعاقب با آن، 
های  آزمون فلوسایتومتری، حاکي از افزایش القای آپوپتوز در سلول نتایج. (>p 50/5)آپوپتوز کاهش یافتضد

K562 ،  ساعت پ  از ترانسدکشن بود 1۴و  21ترتیب ه % ب95% و 02به بیش از.  
 ينتيجه گير

های لوکمیایي بوده و مهار آن از طریق  گیری سلولاختصاصي برای هدفای گزینه Msi2 رسد ژن به نظر مي
ممکن است گامي موثر به سوی  کهگردد؛  های لوکمیایي مي منجر به القای آپوپتوز در سلول RNAiاستراتژی 

 درمان نهایي لوکمي به شمار آید.
 آپوپتوز ،سلولي تزاید، مزمن لوکمي میلوئیدی :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 71/77/59: تاريخ دريافت
 59/  03/2: تاريخ پذيرش

 دانشجوی کارشناسی ارشد ژنتیک مولکولی ـ دانشکده علوم زيستی دانشگاه تربیت مدرس ـ تهران ـ ايران -7
 7177170779پستی:  کددانشکده علوم زيستی دانشگاه تربیت مدرس ـ تهران ـ ايران ـ  گروه ژنتیکاستاديارژنتیک مولکولی ـ  PhDمژلف مسئول:  -2
 استاد گروه ژنتیک ـ دانشکده علوم زيستی دانشگاه تربیت مدرس ـ تهران ـ ايران -0

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-0
2 

] 

                             1 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-1108-en.html


 رانفروزان مرادی و همکا                                                                                                      CMLدر رده سلولی  Msi2مهار بیان ژن 

 

 

 

  مقدمه 
جـايی دو ررفـه بـی      هفیلادلفیا که در اثر جاب کروموزوم    

شود، شاخص سـیتوژنتیک   ايجاد می 22و  5های  کروموزوم
 CML  ،Chronic myeloid)لـــوکمی میلوییـــدی مـــ م 

leukemia )گیـری ژن   جايی، شـکل  هاست. ماحصل اي  جاب
است که تايروزي  کیناز همیشه فعـال   BCR-ABL1 امت اجی

BCR-ABL1 نمايد. کشف اي  مهـ  کـه پـروتئی      را کد می
 CMLزايـی  نقشی محوری در بیمـاری  BCR-ABL1غامی اد

هـای   نمايد، موجـ  تکامـل و تحـول در اسـتراتژی     ايفا می
 درمانی با هدف مهار اختصاصی ايـ  کینـاز گرديـده اسـت    

ــد(0-7) ــی ژن . ب ــوزايی و  تنظیم ــه خودن ــدی ک ــای کلی  ه
ــلول  ــلول را در س ــون  سرنوشــت س ــادی خ ــای بنی ــاز ه  س

(Hematopoietic stem cells, HSCs)  ــی ــرل م ــدکنت  ،کنن
يکـی از  . (1)تواند در پیشرفت لوکمی نقش داشته باشـد  می

-Musashi2رسـانی  ها مربوط به محـور پیـام  تنظیمی اي  بد

Numb اسـت کـه در    ی نشـان داده قبل ـ هـای  هاست. مطالع ـ
CML ژن ،Msi2  ــی ــی  Msi2/HoxA9از ژن امت اجــ در پــ

 ها گ ارش. (9)بازآرايی شده است 7p15شکست ناحیه ژنی 
 mRNAو بیـان   Msi2که بـی  بیـان ژن    هستند حاکی از آن

BCR-ABL1  ــود دارد ــاری وج ــان  .(9-8)ارتب در  Msi2بی
مـ م    در مقايسـه بـا مرحلـه    CMLبحران بلاسـت   مرحله

يابد و اي  اف ايش بیان در مرحلـه بلاسـتیک بـا    اف ايش می
نه فقط در  Msi2ارتباط مستقیمی دارد. ژن  CMLخطر عود 

يابد بلکـه يـک   انسانی اف ايش بیان می CMLرول پیشرفت 
شود. اي  نکته حای   نشانگر ضعیف بیماری نی  محسوب می

مـ م  بـه    از مرحلـه  CMLاهمیت اسـت کـه بـا پیشـرفت     
حالی که از درجـه   يابد درمرحله بلاست، تکثیر اف ايش می

 .(8، 5)شود تماي  کاسته می
فعالیـت کینـازی    ،کینـاز  تیروزي های چه مهارکننده اگر    

را مهار نموده و قادر به القای  BCR-ABL1پروتئی  ادغامی 
باشـند،  مـی  CMLبهبودی نسـبی در اکثريـت مبتلايـان بـه     

از عدم پاسخ بیماران به اي  نوع داروها وجود  هايی گ ارش
توانند سب  عود بیماری به شیوه شـديدتر پـ     دارد که می

 ـ .(73)از درمان باشند رسـانی  جـای مسـیر پیـام    هفعالیت ناب
Musashi2-Numb  های بنیـادی   چنی  سلول  در لوکمی و ه

 حاضر، ژن هـدر مطالع. (9)تـده اسـ ارش شـی گـلوکمیاي

Msi2  در محور تنظیمیMusashi2-Numb   که به رور ويـژه
های لوکمیايی بـیش تنظـی     و سلول خونسازهای در سیست 

احتمال مشارکت فعالیت و  قرار گرفت ارزيابیاست، مورد 
. در ايـ   شد بررسیهای لوکمیايی  در بقای سلول Msi2ژن 

ای اختصاصـی بـرای   گ ينـه  Msi2رسد ژن  راستا به نظر می
های لوکمیايی بـوده و مهـار آن از رريـ      گیری سلولهدف

منجــر بــه افــ ايش در الگــوی بیــانی ژن  RNAiاســتراتژی 
Numb  به عنوان ژن تعیی  کننده سرنوشت سلول(، اف ايش(

)ژن چرخه سلولی( و کاهش بیان ژن  P21 الگوی بیانی ژن
Bcl-2  هـا   )ژن آنتی آپوپتوز( و القای آپوپتوز در اي  سـلول

ثر بـه سـوی   ؤتواند گـامی م ـ  گردد. استراتژی ارایه شده می
 های میلوییدی باشد.درمان نهايی انواع لوکمی

  ها روشمواد و 
 :کشت رده سلولی

از سـازمان  K562 سـلولی   رده ،در يک مطالعـه تجربـی      
 در محـیط کشـت   K562هـای  انتقال خون تهیه شد. سـلول 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute 1640 )  حـاوی
(، FBS  ،Fetal Bovine Serum) سـرم جنینـی گوسـاله    73%
 733، (Penicillin G)سـیلی   لیتـر پنـی   واحـد بـر میلـی    733

و در  (Streptomycin)لیتر استرپتومايسـی   میکروگرم بر میلی
درجـه   01اکسید کرب  و دمای دی %9انکوباتور مرروب با 

 داری شدند.گراد نگه سانتی
 

 : RNAاز رري  استراتژی تداخل  Msi2سرکوب بیان ژن 

ــدهای      ــته siRNAالیگونوکلئوتی ــه  دو رش ــنتتیک ک ای س
گیرند بـا   را هدف می Msi2نواحی متفاوتی از رونوشت ژن 

ســانتا کــروز   ( از شــرکت sc-75834لوگ)شــماره کــاتو 
نسفکش ، تعداد اخريداری شد. برای انجام تر بیوتکنولوژی

هـ ار سـلول( بـه ازای هـر      83ها )حـدود   مناسبی از سلول
میکرولیتـر محـیط    933ای به همـراه  خانه 21چاهک پلیت 

بیوتیک کشت داده شدند. پـ  از آن کـه    کشت و فاقد آنتی
رسـیدند، محـیط کشـت     %93ها بـه تـراک  سـطحی     سلول
 9 میـ ان تشو شـدند.  سش PBSها با  ها تخلیه و سلول سلول

 Pmol/µL 23 بـا غلظـت   siRNA میکرولیتر از سوسپانسیون
بـه   )اينـويتروژن(  Opti-MEMاز محـیط  میکرولیتر  219در 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-0
2 

] 

                             2 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-1108-en.html


 

 59پايی  ، 0شماره  ،71 هدور                                                           

 

 

 

 گر واکنش میکرولیتر از 9ازای هر چاهک اف وده شد. می ان 
-Optiمیکرولیتر از محیط  219 در RNAiMAXلیپوفکتامی  

MEM .دو محلـول فـوب بـا     به ازای هر چاهک اف وده شد
الـی   73يکديگر در آمیخته و سوسپانسیون حاصل به مدت 

لیتـر از   میلـی  2. می ان گرديددقیقه در دمای اتاب انکوبه  23
بیوتیک به هـر يـک از    محیط کشت حاوی سرم و فاقد آنتی

ده بـرای ترانسفکشـ    هـای آمـا   حـاوی سـلول   های چاهک
میکرولیتـر از سوسپانسـیون مرحلـه     933اف وده شد. می ان 

های پلیـت افـ وده شـد و سـپ       قبل به هر يک از چاهک
پلیت جهت همگ  شدن مخلوط تکان داده شد. يک تـا دو  

هـا بـا محـیط کشـت تـازه       روز بعد، محـیط کشـت سـلول   
بعـدی اسـتفاده    های هها برای مطالع تعويض شد و از سلول

 گرديد.
 

 : cDNA اختتام سلولی و س RNAاستخراج 

تـام از   RNAجهت بررسی بیان ژن های مورد مطالعـه،      
ــنش   ــتفاده از واک ــا اس ــلول ب ــر تراي ولس ــويتروژن(گ   )اين

 DNAاستخراج و بـه منظـور حـذف آلـودگی احتمـالی بـا       
 RNAتیمار شـد. کیفیـت    )فرمنتاز( DNaseژنومی، با آن ي  

ــد و    ــارز تايی ــورز روی ژل آگ ــا الکتروف اســتخراج شــده ب
توسـط اسـپکتروفتومتری بـا جـذب      خلوص و غلظـت آن 
نانومتر سـنجیده شـد.    283و  293های  نوری در رول موج

روش کـار ارایـه شـده    بر اسـاس   cDNA ساختمنظور  به
 0مخلـوط واکنشــی شــامل   ابتـدا ، Takara توسـط شــرکت 

 آغـازگر میکرولیتـر   7، تام استخراج شـده  RNAمیکروگرم 
کـه توسـط    dNTPمخلـوط   میکرولیتر 7 و هگ امر تصادفی

ــاری از   ــونی ه ع ــ    RNaseآب دي ــه حج ــر  73ب میکرولیت
دقیقـه در   9تهیه گرديد. اي  مخلوط به مدت  ،رسانیده شد

درنـ  روی يـخ    گـراد انکوبـه و بـی    درجه سانتی 99دمای 
ــال داده شــد. ــوط و انتق  1اکنشــی دوم شــامل ســپ  مخل
5x PrimerScriptمیکرولیتر بـافر  

TM  ،9/3    میکرولیتـر مهـار
بردار معکـوس   میکرولیتر آن ي  رونوشت RNAse  ،7کننده 

PrimeScript
TM

 RTase  کــه توســط آب ديــونی ه عــاری از
RNase   تهیـه گرديـد.    ،میکرولیتر رسانیده شـد  23به حج

کنشـی اول  مخلوط واکنشی دوم بـه آرامـی بـه مخلـوط وا    
دقیقـه در   93اف وده و مخلوط واکنشـی نهـايی بـه مـدت      

 13دقیقه در دمـای   73و سپ   گراد درجه سانتی 12دمای 
ساخته شده  cDNAهای  نمونهانکوبه شد.  گراد درجه سانتی
گـراد نگهـداری    درجـه سـانتی   -23در  PCRتا زمان انجام 

 شدند.
 

 :و بررسی منحنی ذوب کمی Real-time PCRواکنش 
ــرای ژنآغــازگر     ــدی ب ،  Msi2هــای  هــای الیگونوکلئوتی

Numb  ،P21  ،Bcl-2  وGAPDH ــرم ــط نــ ــ ار توســ افــ
GeneRunner ويژگـــــی (7)جدول ندرراحـــــی شـــــد .
(Specificity) وم انسان با ها در ژنو يکتا بودن توالی آغازگر
 .http: //blast. ncbi. nlm. nih)ر بلاسـت افـ ا استفاده از نرم

gov/ Blast. cgi.خلـوط واکنشـی در حجـ     م ( ارزيابی شد
 SYBR Green Iمیکرولیتـر   73میکرولیتر شـامل   23نهايی 

Master Mix )از  (پیکومـول  9 )معادلمیکرولیتر 9/3 ،)تاکارا
 ساخته cDNA (نانوگرم 9 )معادل یکرولیتر م 7هر آغازگر، 

برای  Q-RT-PCRواکنش  میکرولیتر آب تهیه شد. 8 شده و
هر ژن، دو سـری و بـه صـورت هـ  زمـان انجـام شـد و        

 ـ Ctمیانگی   دسـت آمـده بـرای هـر ژن     ه )چرخه آستانه( ب
 ABI StepOne sequenceمحاسبه شد. واکـنش در دسـتگاه   

Detection System ) ــايی و  )بیوسیســت تحــت شــرايط دم
گـراد بـه    درجـه سـانتی   59زمانی زير انجام يافت: در ابتـدا  

دقیقه به عنوان مرحلـه واسرشـتگی اولیـه در نظـر      9مدت 
چرخه تکرار شد:  13گرفته شد. سپ  برنامه دمايی زير در 

گراد بـه مـدت    درجه سانتی 59مرحله واسرشتگی در دمای 
گـراد   درجه سـانتی  93توسعه در ثانیه و مراحل اتصال/  73

کـه   SYBR Green Iجايی که رن   آن ازثانیه.  03به مدت 
شود، بـه هـر نـوع    استفاده می PCR برای شناسايی محصول

DNA ای متصل شده و توانايی تشخیص محصـول   دو رشته
اختصاصی از غیر اختصاصی را ندارد، لـذا وجـود مـواردی    

يا محصول غیـر   رايمر(شدگی آغازگرها)دايمر پ جفتچون 
اختصاصی نی  سـب  افـ ايش در سـیگنال نـور فلورسـنت      

 .  (77)شوند می
به منظور تأيید صحت قطعـه تکثیـر شـده و ارمینـان از         

ــر اختصاصــی از نمــودار ذوب   عــدم وجــود محصــول غی
(Melting curve)  اي  رو، هر مرحله تکثیری استفاده شد. از

 ل  ـشام (Dissociation)کـه تفکیـمرحل وسط يکـت ،لـکام
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 Real-time PCR: آغازگرهای الیگونوکلئوتیدی به کار رفته در سنجش 4جدول 

 
 

 (bpطول قوعه) ترادف آغازگر GCدرصد  Tmدمای  ژن

Gapdh 
 'ACACCCACTCCTCCACCTTTG -3 -′5 جلوبرنده 71/91 51/97

772 
 'TCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3 -′5 معکوس 71/91 55/97

Msi2 
'AGCTCAGCCGAAAGAAGTCA-3 -′5 جلوبرنده 33/93 02/95

783 
'AAGCCTGGGAACTGATAGCC-3 -′5 معکوس 33/99 19/95

Numb 
'GCTGTCAAGGACACAGGTGA-3 -′5 جلوبرنده 33/99 85/95

220 
 'CAGCTTTCTTGGCATCTTGCAT-3 -′5 معکوس 19/19 35/93

P21 
 'ACCTGTCACTGTCTTGTACCCTTG-3 -′5 جلوبرنده 33/93 29/92

707 
 'GCGTTTGGAGTGGTAGAAATCTG-3 -′5 معکوس 80/11 81/95

Bcl-2 
 'CCCGCGACTCCTGATTCATT-3 -′5 جلوبرنده 33/99 78/93

791 
 'CAGTCTACTTCCTCTGTGATGTTGT-3 -′5 معکوس 33/11 28/93

 
گـراد   درجـه سـانتی   93ثانیه،  79برای  گراد درجه سانتی 59

ثانیـه بـه    79گـراد بـرای    درجـه سـانتی   59ثانیه و  03برای 
 منظور تج يه و تحلیل منحنی ذوب ادامه يافت.  

اتمام تکثیر و بر اسـاس نمـودار رسـ  شـده، چرخـه       با    
تعیی  شد. در ادامـه پـ     (Cycle of threshold, CT) آستانه

ژن  CTژن مرجع از میانگی   CTنگی  از محاسبه تفاضل میا
، شـاخص  آزمـايش مورد نظر برای هر دو نمونـه کنتـرل و   

ΔCT  چنی   دست آمد. ه ه ب آزمايشدر دو نمونه کنترل و
محاسـبه   ΔΔCT، شاخصی تحت عنوان  ΔCTاز تفاضل دو 

و  آزمـايش تغییرات بیانی بی  دو نمونه  شد. در ادامه نسبت
ــا اســتفاده از  ــرل ب ــول کنت 2فرم

-ΔΔCt  .ــی  شــد ــادير تعی مق
 GAPDHهای هدف در مقايسه با بیان ژن  های ژن رونوشت

 تعیی  شد. (Housekeeping)دار به عنوان ژن خانه

 

آمیـ ی شـده بــا    هــای رنـ   يتومتری سـلول ابررسـی فلوس ـ 
Annexin V-FITC  وPI : 

پتوز توسط رن  آمی ی با کیت شناسايی والقای آپ می ان    
مطـاب  دسـتورالعمل    )سـیگما(  Annexin-V FITCآپوپتـوز  

 18و  21هـا   ، سـلول در ايـ  زمینـه  سازنده سـنجیده شـد.   
شستشو و در بافر اتصال  PBSساعت پ  از ترانسفکش  با 
 73. ســپ  ندون درآورده شــدیبــه صــورت سوسپانسـ ـ 

 739بــه ازای هــر  Annexin V-FITC  رنــ  میکرولیتــر از

دقیقـه در دمـای اتـاب و در     79سلول افـ وده و بـه مـدت    
   شرايط تاريکی انکوبه شد.

پ  از شستشوی مجدد، رسوب سلولی در بافر اتصـال      
به واکنش اف وده  PIمیکرولیتر از محلول  9محلول و می ان 

 (Becton Dickinson)با کمک دستگاه فلوسیتومترها  و سلول
 Flowingافــ ار  هــا توســط نــرم آنــالی  داده .آنــالی  شــدند

Software 2 ــهــای  ســلول. شــد انجــام ــده ب صــورت ه زن
(Annexin V  /منفیPI منفی)های در مرحله آپوپتوز  ، سلول

هـای   (، سـلول منفـی  PIمثبت/  Annexin V)ورته صاولیه ب
 PIمثبـت/   Annexin Vصورت )ه در مرحله آپوپتوز نهايی ب

 Annexin V)صـورت  ه ـه بـنکروز يافتهای  و سلول مثبت(
 نمايش داده شدند. مثبت( PIمنفی/ 

 
 :ها ماری دادهآآنالی  
 .ارایـه شـدند   انحراف معیار ±میانگی  ها به صورت  داده    

 GraphPadافـ ار    توسـط نـرم   هاآنالی  آماری تغییرات داده

Prism 6 ون ـآزماده از ـا استفـو بt-test شـد. مقـادير    انجام
p-value  نظـر   دار درااز نظـر آمـاری معن ـ   39/3کوچکتر از

 گرفته شد.
 

 ها يافته
 :منحنی ذوب بررسی اختصاصی بودن تکثیر توسط آنالی 

 پیک مشاهده شده يک با توجه به وجود تنها  7شکل در     
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برای هر ژن در دمای ذوب منحصر به خودش، اختصاصـی  
بـر ايـ     مشـخص گرديـد.    Real-time PCRبودن محصول

اساس از عدم وجود مواردی چون تکثیر غیـر اختصاصـی،   
و آلـودگی ارمینـان    (پرايمـر  دايمرشدگی آغازگرهـا)  جفت

 حاصل شد.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

های مورد موالعه؛ وجود تنها یک پیک  های ذوب ژن : منحني4شکل 
دهنده اختصاصي بودن  برای هر ژن در دمای ذوب ویژه آن، نشان

 .بودتکثیر محصول 

 
های  در سلول Numbو  Msi2های  ارزيابی بیان رونوشت ژن

علیـه   اختصاصـی بـر   siRNAنسفکت شـده بـا   الوکمیايی تر
Msi2 : 
بر روی  siRNAکنندگی  به منظور بررسی اثرات خاموش    

 siRNAکـه بـا    k562، رده سلولی  Msi2بیان رونوشت ژن 
ــه   ــی علی ــا الیگو Msi2 (siMsi2)اختصاص ــدي های نوکلئوتی
ــد،  (siCtrl)ســازی کنتــرل خــاموش ترانســفکت شــده بودن

آنـالی  شـدند.    mRNAرای ارزيابی می ان بیـان  بپردازش و 
باعث کاهش  siMsi2نشان داد  Real-time PCRنتايج آنالی  

ــان  ــوس در بیـ ــلول Msi2ژن  mRNAمحسـ ــای  در سـ هـ
 (>p 39/3)شـود  ترانسفکت شده به شیوه وابسته به زمان می

منظور بررسی ارتبـاط ممکـ  مـابی  دو ژن    ه ب(. 7نمودار )
Msi2 وNumb   ،)ــی  سرنوشــت ســلول ــوان ژن تعی ــه عن )ب

سـازی بیـان    در پـی خـاموش   Numbهای  سطوح رونوشت
Msi2    بررســی شــد. نتــايجReal-time PCR   نشــان داد
دارای  siMsi2هــای لوکمیــايی ترانســفکت شــده بــا  ســلول

در  Numbهــای  ســطوح بــه مراتــ  بیشــتری از رونوشــت
 (.7 نمودار)(>p 39/3)مقايسه با گروه سلولی کنترل بودند

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در رده  Numbو  Msi2های  : سوو  نسبي بیان رونوشت4 نمودار
همان گونه که  . siMsi2ترانسدکت شده با  K562لوکمیایي  سلول

کاهش محسوس بیان  منجر به siMsi2 شود عملکرد ملاحظه مي
زمان شده به به شیوه وابسته  K562در رده سلولي  Msi2رونوشت 

باعث افزایش محسوس در سوو   siMsi2چنین عملکرد  هم. است
. تغییرات ساعت شده است 1۴پ  از  Numbنسبي بیان رونوشت 
 (.>p 50/5)باشد آماری معنادار ميبیان هر دو ژن از نظر 

 
هـای   در سـلول  Bcl-2و  p21های  ارزيابی بیان رونوشت ژن

اختصاصـی برعلیـه    siRNAنسـفکت شـده بـا    الوکمیايی تر
Msi2 : 
،  Msi2به منظور بررسی اثر عملکردی سرکوب بیان ژن     

ــانی رونوشــت ژن در  Bcl-2و  p21هــای  میــ ان ســطوح بی
در مقايسـه   siMsi2های لوکمیايی ترانسفکت شده بـا   سلول

نشان داد  Real-time PCRبا گروه کنترل ارزيابی شد. نتايج 
ــان ژن  ــا  K562در رده ســلولی  P21بی ترانســفکت شــده ب

siMsi2 های گروه کنترل به شیوه وابسته بـه   نسبت به سلول
ارزيـابی بیـان ژن    (.2نمودار ()>p 39/3)يافتزمان اف ايش 

ــوز وآپضــد  ــ  ژن در رده   Bcl-2پت ــان اي ــ  نشــان داد بی نی
هـای   نسبت به سـلول  siMsi2ترانسفکت شده با های  سلول

 (>p 39/3)يافتگروه کنترل به شیوه وابسته به زمان کاهش 
 (.0نمودار )

کنترل

h 24 

h 48 

 

Numb Msi-2 
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 سلولدر رده  p21 سوو  نسبي بیان رونوشت ژن: 2نمودار 
همان گونه که ملاحظه  . siMsi2ترانسدکت شده با  K562لوکمیایي 

منجر به افزایش محسوس بیان رونوشت  siMsi2شود عملکرد  مي
p21  در رده سلوليK562 ت  به شیوه وابسته به زمان شده اس

 (.>p 50/5)باشد تغییرات بیان ژن از نظر آماری معنادار مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 سلولدر رده  Bcl-2 : سوو  نسبي بیان رونوشت ژن3نمودار 
همان گونه که ملاحظه  . siMsi2ترانسدکت شده با  K562لوکمیایي 

منجر به کاهش محسوس بیان رونوشت  siMsi2شود عملکرد مي
Bcl-2  در رده سلوليK562 به زمان شده است به شیوه وابسته. 

 (.>p 50/5)باشد تغییرات بیان ژن از نظر آماری معنادار مي

 

نسـفکت  اهـای لوکمیـايی تر   در سلول آپوپتوزارزيابی القای 
 : Msi2اختصاصی برعلیه  siRNAشده با 
پتوز در پی سـرکوب  ووقوع آپ به منظور بررسی احتمال    

های لوکمیـايی ترانسـفکت شـده بـا      ، سلول Msi2بیان ژن 

siMsi2  باAnnexin V  آمیـ ی و میـ ان مـرگ سـلولی      رن
توســط بررســی فلوســايتومتری ســنجیده شــد. آنــالی       

فلوسـايتومتری نشـان داد    Annexin V/ PIهـای   هیسـتوگرام 
رانسـفکت  های لوکمیايی ت در سلول Msi2سرکوب بیان ژن 

پتوز را به رور محسوسی در مقايسه بـا  وآپ،  siMsi2شده با 
  Annexinهـای  گروه کنترل افـ ايش داد. آنـالی  هیسـتوگرام   

 21نشـان داد کـه   ،  K562سنجش منتخ  برای رده سلولی 
ها  % سلول92 ، بالغ بر siMsi2ساعت پ  از ترانسفکش  با 

پتـوز  ومی ان آپچنی   . ه (2شکل )پتوز شده استودچار آپ
 % اف ايش يافت.93ساعت به بیش از  18پ  از 

 
 
 
 
 
 
 

ترانسدکت  K562های  سلول +Annexin V+/PI : بررسي2 شکل
های مرده به در یک سنجش منتخب. سلول siMsi2 شده شده با

مثبت( یا آپوپتوتیک  PIمندي/  Annexin Vصورت نکروتیک)
(Annexin V  /مثبتPI  مندي وAnnexin V  /مثبتPI  در )مثبت

،  yو محور  x  ،Annexin-V-FITCشوند. محور  نظر گرفته مي
Propidium iodide (PI) دهد. همان گونه که ملاحظه  را نشان مي

های لوکمیایي ترانسدکت در سلول Msi2شود سرکوب بیان ژن  مي
را به طور محسوسي در مقایسه با گروه  آپوپتوز siMsi2شده با 
 .کنترل افزایش داده استسلولي 

 
 بحث
 Mis2بر اساس نتايج اي  تحقی ، به نظـر مـی رسـد ژن        

هـای لوکمیـايی    گیری سلول ای اختصاصی برای هدف گ ينه
، منجر بـه القـای    RNAiبوده و مهار آن از رري  استراتژی 

لوکمی میلوییـدی  گردد.  های لوکمیايی می آپوپتوز در سلول
ــ م  ــر  ،(CML)م ــدخیمی تکثی ــوعی ب ــان   ن ــونده دودم ش

 گـردد  ايجاد میخونساز میلوییدی است که از سلول بنیادی 
باشد. عامل بروز  دارای مراحل م م  و بحران بلاست میو 

کینـازی مـداوم حاصـل از     تیـروزي  فعالیت  ،اي  اختــلال
اســت، بر همی  اسـاس امـروزه    BCR-ABL1بیان انکوژن 
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ســ  بالینی بـــر پايـه اســـتفاده از    های نســبتاً منادرمان
کیناز بنا شــده اســت ولـــی ايـ     تیروزي های مهارکننده

آمیــ  نبــوده و برخــی از  رونــد درمــانی همیشــــه موفقیــت
هـا از خـود مقاومـت    بیماران نسـبت بـه ايـ  نـوع از دارو    

هـا دارای  دهنـد. در نتیجـه درمـان بـا ايـ  دارو      نشــان می
هـای درمـان مولکـولی     شد لــذا روشبا هايی میمحدوديت

 .  (72-71)اســت جديد مــد نظر قرارگرفته
-Musashi2انـد کـه مسـیر    گذشته نشان داده های همطالع    

Numb  ،عهده دارد و فعالیت  نقشی اساسی در لوکموژن  بر
هـای لوکمیـايی    آن منجر به تکثیـر، توسـعه و بقـای سـلول    

گـ ارش  مارکر پیش آگهی ضعیفی  Msi2 .(79-71)شود می
در تعیـی  اسـتراتژی درمـانی لـوکمی ارزش      شده است که

و خـاراس    در اي  راسـتا،  .(78، 75)تشخیصی زيادی دارد
هـای   کلـونی گیری در شکل Msi2نشان دادند بیان  همکاران

خونساز با فنوتیپ میلوییدی نابالغ در شرايط آزمايشـگاهی  
هـای   يابد و در داخل بدن سب  گسترش سـلول اف ايش می

مـدت  سـاز کوتـاه  های پیش و سلول (HSCs)بنیادی خونساز
در مراحـل   Msi2 نمودنـد گـ ارش  از ررفی . (23)گرددمی

 بحران بلاست( در سـطوح بـارتری  مرحله ) CML پیشرفته
شـود و  )مرحله م م ( بیان می CMLنسبت به مراحل اولیه 

در ارتباط معکوس با میـ ان   Msi2اي  اف ايش سطوح بیانی 
و همکـاران  ايتـو  ، 2373در سـال   باشد.می Numbبیان ژن 

هــای  و کـاهش ســلول  Numbارتبـاط مــابی  افـ ايش بیــان   
هـا  . آن(8)نمودنـد های موشـی را گـ ارش   لوکمی در مدل

تواند مـانع پیشـرفت    می Numbنشان دادند که سطوح بیانی 
گـ ارش کردنـد مهـار بیـان ژن      بر آن،بیماری شود. علاوه 

Msi2  با استفاده ازshRNA های لـوکمی و نـر     رشد سلول
خصـوص در مرحلـه بحـران    ه رور قابل توجهی ب بقا را به

 Msi2، مهـار   Numbدهد. مشابه با القای  بلاست کاهش می
کنـد و   های لوکمی القا می تماي  را در سلول shRNAسط تو

 2379در سـال  کند.  ها را مهار میتوانايی تکثیر و انتشار آن
سـطوح بیـانی    سـازی غیرفعـال  و همکارانگارسیا ـ آلگريا  

Numb   ــرای کــاهش ســلول یــد يرا تاهــای لوکمیــايی  ب
بـه دنبـال   و همکـاران  خـاراس   2373. در سال (72)کردند

را در رده  Numb، افـ ايش بیـان رونوشـت     Msi2مهار ژن 
 اران  ـده از بیمـ  شـی مشتـ)رده سلول LAMA-84ی ـسلول

 . (23)گ ارش نمودند (CMLمرحله بحران بلاستیک 
 K562در رده سـلولی   Numbدر مطالعه حاضر، بیان ژن     

نسـفکت  اپ  از تر، (CML)رده سلول میلوییدی مربوط به 
siRNA  علیه ژنMsi2      بررسـی گرديـد و ارتبـاط معکـوس
مشـهود  مـذکور نیـ    در رده سلولی  Numbو  Msi2بی  ژن 

منجر به اف ايش  Msi2در اي  مطالعه دريافتی  مهار ژن  بود.
ــان ژن  ــلولی در    P21بی ــه س ــدی چرخ ــوان ژن کلی ــه عن ب

و  ژانـ   مطـاب  بـا نتـايج مـا،    . گـردد می K562های  سلول
منجر به کـاهش تکثیـر    Msi2همکاران نشان دادند که مهار 

)رده ســلول میلوییــدی مربــوط بــه   KG-1aسـلولی  هدر رد
و خـاراس   .(27)گـردد  ( مـی AMLيا  لوکمی میلوییدی حاد

هـای  در رده ، Msi2تکثیر را به دنبال مهار کاهش  همکاران
ــدی مشــت  از ) THP-1و  Nomo-1ســلولی  ــوکمی میلویی ل
لوییـدی  لـوکمی می مشت  از ) AR230و  LAMA-84حاد( و 
و  ــ آگوآيـو   اندروس به رور مشابهگ ارش نمودند. م م ( 

بـه   Msi2شان دادند که مهـار نو همکاران  هوپ همکاران و
های بنیادی هماتوپويتیـک مـوش را    رور چشمگیری سلول

 .(27-20)دهد کاهش می S-G2/Mدر فاز 
 Msi2چنی  مشاهده کـردي  کـه مهـار     ه در اي  مطالعه     

اف ايش  K562های در سلولدرصد آپوپتوز اولیه و نهايی را 
و همکاران که گ ارش  خاراس ها با نتايجدهد، اي  يافته می

سب  القای قابـل توجـه    shRNAتوسط  Msi2د مهار نمودن
و  THP-1و  Nomo-1هـای سـلولی لـوکمی    آپوپتوز در رده

LAMA-84  وAR230  ــت ــده اس ــت  ،ش ــازگار اس . (23)س
 Bcl-2 مشخص شـد رونوشـت   آن، در اي  مطالعهعلاوه بر 

در  Msi2بعـد از مهـار    ،است یفاکتور مه  ضد آپوپتوز که
 نتـايج  .کاهش يافـت  به رور چشمگیری، K562ولی رده سل
که القای آپوپتوز را  و همکاران ژان   مطالعه های يافتهما با 

و پـروتئی  نشـان    mRNAدر سـط    Bcl-2با کـاهش بیـان   
 .(22) دادند، سازگار است

 

گيري نتيجه
هـای مهمـی در جهـت    هـای اخیـر گـام   در سالاگر چه 

ارایـه رويکـردی    ،درمان مبتلايان لوکمی برداشته شده است
هـای   که به رور اختصاصی قادر باشد سب  کـاهش سـلول  

ثر سـرران  ؤتوانـد نويـدبخش درمـان م ـ    لوکمیايی شود، می
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هـای کلیـدی    گیری ژنرسد هدف. به نظر می(21-29)دباش
ثری را بـرای از بـی  بـردن    ؤتواند اسـتراتژی درمـانی م ـ   می

های لوکمیايی مـ م  ارایـه دهـد. در مطالعـه حاضـر       سلول
-Musashi2رســانی  احتمــال مشــارکت فعالیــت مســیر پیــام

Numb  با  های لوکمیايی بررسی شد. سلول القای آپوپتوزدر
از رري  استراتژی  Msi2 مهارت آمده، توجه به نتايج به دس

منجر به اف ايش  RNA (RNA interference, RNAi)تداخل 
ــانی ژن   ــطوح بی ــده    Numbس ــی  کنن ــوان ژن تعی ــه عن )ب

سرنوشت سلول(، القای آپوپتوز، اف ايش الگـوی بیـانی ژن   
P21   ــاهش ژن ــی  Bcl-2)ژن چرخــه ســلولی( و ک )ژن آنت

 ـK562 هـای   آپوپتوزی( در سـلول  . آنچـه بـه عنـوان    دگردي
تواند مطـرح باشـد ايـ      محتمل در اي  زمینه می یمکانیسم

هـای   روی سلول Msi2است که اثرات مهاری سرکوب بیان 
 یکـه عـامل   Numb لوکمیايی ممک  است با اثرات تنظیمـی 

کننده در سرنوشت سـلول اسـت، مـرتبط باشـد زيـرا      تعیی 
کـه   Numbسب  افـ ايش سـطوح بیـانی     Msi2کاهش بیان 

گردد و اي   شود، می می CMLهای  سلول باعث از بی  رفت 
رسـانی ديگـری   ها احتمارً در ارتباط با مسیرهای پیـام يافته

هـای لـوکمی را کـاهش     رشـد سـلول   است کـه در نهايـت  
بیشـتری نیـاز اسـت.     هـای  هدر اي  راسـتا، مطالع ـ د. نده می

ثر بـه سـوی درمـان    ؤگامی م ـ تواند میه شده ياستراتژی ارا
 آيد.لوکمی میلوییدی به شمار نهايی 

 

    تشكر و قدرداني
 ه کارشناسی ارشد ــنام ه از پايانـر برگرفتـه حاضـمطالع    

رشته ژنتیک مولکولی است و بـا پشـتیبانی مـالی دانشـگاه     
های  های سلول و ستاد توسعه علوم و فناوری تربیت مدرس

بنیادی معاونت علمی و فناوری رياست جمهوری)موافقـت  
انجــام شــده اســت. نويســندگان مراتــ  ( 11203/77نامــه 

قدردانی خود را نسبت به معاونت محترم پژوهشی دانشگاه 
چنی  معاونت محترم علمی و فنـاوری   و ه  تربیت مدرس

 دارند. اعلام می رياست جمهوری
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Abstract 
Background and Objectives 

The expression of Numb as a cell-fate determinant gene leads to inhibition of leukemic cell 

growth. The high levels of Musashi2 (Msi2) results in down-regulation of Numb in chronic 

myeloid leukemia cells. In this study we knocked down Msi2 using RNA interference (RNAi) 

strategy and investigated the effects of this knock down on the expression of Musashi2-Numb 

axis and genes involved in proliferation and apoptosis.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, synthetic double stranded siRNAs designed to target human Msi2 

were transfected to K562 cells using Lipofectamine in duplicate. Changes in the expression 

levels of Msi-2, Numb, P21, and Bcl-2 genes 48h after transfection were evaluated by real-

time PCR. Induction of apoptosis in transfected leukemic cells was determined using Annexin-

PI staining and flowcytometry analysis. Data were analyzed by t-test. 

 

Results 

We found that upon Msi2 suppression, the expression levels of the cell-fate determinant Numb 

showed two-fold increase in K562 cells (p < 0/05). Msi2 down-regulation and subsequent 

increase in Numb expression levels caused the elevated expression of p21, as a cell cycle 

regulator (p < 0/05). In addition, Msi2 down-regulation promoted cell apoptosis via the down-

regulation of Bcl-2 expression (p < 0/05). We observed that the rates of apoptosis in leukemic 

increased to 52% and 60%, 24h and 48h after transfection. 

 

Conclusions   

It seems that Msi2 could be an option for targeting leukemic cells and its down-regulation 

through RNAi strategy may lead to induction of apoptosis in leukemic cells. This approach 

may open up new opportunities for leukemia therapy. 
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