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 مقاله پژوهشي 

 

  P15و هیپومتیلاسیون پروموتور ژن  Dnmt1تاثیر هارمالین بر بیان ژن 

 NB4رده سلولی لوسمیک  در

 

 4الهي ، فتاح ستوده نژاد نعمت2، آرزو اودی4پریسا نیکخو
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
گره نوروان یکري از مهمترری      ،  P15 جملره  های سررووگرر تومرور از   در ناحیه پروموتر ژن DNA متیلاسیون
آلکالوئیدهای مشتق شده از گیراه اسردود   هارمالی  یکي از . های خوني مطرح است های ایجاد گدخیمي مکانیسم

گاشد. در ای  مقاله تاثیر هارمالی   های سلولي لوسمیک ميپرولیفراتیو گر روی رده است وه دارای خاصیت آنتي
مرورد گررسري اررار     NB4در رده سرلولي   P15هیدومتیلاسیون ناحیه پروموتر ژن  و  Dnmt1گر واهش گیان ژن

 گرفت.

 ها روش مواد و
سرانت   22ترا    NB4 تاثیرات سیتوتووسیک گرر رده سرلولي  ،  MTT روشدر ای  مطالعه تجرگي گا استفاده از 

از روش فلوسیتومتری استفاده شد. وضعیت  ،سلولي پس از تیمار گا هارمالی  چرخهجهت گررسي  .گررسي شد
 روشگررسي شد. گا اسرتفاده از   Methylation specific PCR گا استفاده از روش P15 متیلاسیون پروموتور ژن

Real-time PCR  ،هایمیزان گیان ژن Dnmt1 و P15  گردید.گررسي 
 ها يافته

سانت گه صورت واگسته گه دوز و  14گه گالا، پس از  µg/mL 41ن داد وه داروی هارمالی  از غلظت نتایج نشا
دهوده ایسرت   سلولي نشان  گاشد. آنالیز چرخه مي NB4پرولیفراتیو گر روی رده سلولي زمان دارای خاصیت آنتي

، هیدومتیلاسریون   Dnmt1موجب واهش گیان ژن  µg/mL41  . هارمالی  در غلظتاست G0G1در فاز  ها سلول
 شود.  ميNB4 در رده سلولي   P15و افزایش مجدد گیان ژن  P15 پروموتور ژن

 ينتيجه گير
 و هیدومتیلاسیون پروموتور و افزایش گیان ژن Dnmt1گا توجه گه اثر گخشي داروی هارمالی  گر واهش گیان ژن 

P15 وار درماني مواسب  تواند گه نووان یک راهوه ای  دارو مي توان چوی  پیشوهاد وردمي ،در ای  رده سلولي
مورد استفاده ارار لوسمي پرومیلوسیتیک حاد  متداولهای مووتراپي و یا داروی مکمل همراه گا دارو  گه صورت

 گیرد.
 متیلاسیون، ژن، لوسمي :ات كليديكلم
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  مقدمه 
پلاسـتی اسـت    يا لوسمی يک اختلال نئو سرطان خون و    

آيد و بـه دناـال    مغز استخوان به وجود میهای  که در سلول
ها  ها گسترش يافته و وارد خون و بافت آن کلون اين سلول

های لوسـمی ناشـی از تغییـرات     اختلالات سلول شوند.  می
. بـا  (1)باشـند  ژنتیکی و يا تلفیقی از اين دو مـی  اپی ،ژنتیکی

پذير بودن  ژنتیک و برگشت توجه به بروز اولیه تغییرات اپی
شـناخت    هـای متدـددی در زمینـه     هشايـن تغییـرات، پـژو   

ها جهت فهم  ژنتیک انجام گرفته است و تلاش تغییرات اپی
 ـ     طـور اابـ    ه مکانیسم و چگـونگی بـروز ايـن تغییـرات، ب

 ای افزايش يافته است. ملاحظه
در  DNAژنتیــک و از جملــه متیلاســیون  تغییــرات اپــی    

از های سرکوبگر تومور به عنـوان يکـی    ناحیه پروموتور ژن
هـای خـونی محـر      های ايجاد بـدخیمی  مهمترين مکانیسم

باشـند، بـدون    پذير هـم مـی   ها که برگشت يندآ. اين فر  است
ــر در ــکان   تغیی ــرار   DNAس ــاایر ا ــان ژن را تحــت ت بی

هــای  در ناحیــه پرومــوتر ژن DNAمتیلاســیون دهنــد.  مــی
هـای   سرکوبگر تومور به عنوان يکی از مهمتـرين مکانیسـم  

 DNA. متیلاسـیون    های خونی محـر  اسـت   یايجاد بدخیم
گیرد کـه مهمتـرين آن    صورت می Dnmtsهای  توسط آنزيم

Dnmt1 جــای پرومــوتر  . هیپرمتیلاســیون نابــه(3)باشــد مــی
 Dnmt1( توسـط آنـزيم   TSGکننده تومـور)  های سرکوب ژن

هـا   میس ـگیری انـوا  لو  ها و شک  نموجب خاموشی اين ژ
باشد  میسلولی  چرخههای تنظیمی  از پروتئین P15 شود. می

کنـد.   عمـ  مـی   چرخـه منفی در   کننده که به صورت تنظیم
ها باعـ  کـاهش بیـان ايـن      یپرمتیلاسیون پروموتر اين ژنه

 چرخـه اين امر باعـ  کـاهش نقـان کنتـرل      ،شده  پروتئین
سـرطانی   خحـر توانـد باعـ  افـزايش     و می گرديدهسلولی 

در  P15ژن  در DNA. هیپرمتیلاسـیون  (2)شدن سلول شود
شناسـايی    ALL از تمام مـوارد  %16و  AMLاز موارد % 65

ژنتیـک و   . با توجه به بروز اولیه تغییرات اپـی (6)شده است
هـای متدـددی بـه      پذير بودن اين تغییرات، پژوهش برگشت
مدحـو    Dnmt1 هـای  سـوی شـناخت مهارکننـده    و سمت

  آزاسیتیدين و دسیتابین به عنـوان دو عام ـ  –5 .گشته است
ــده   ــه کنن ــد  DNAهیپومتیل ــورد تايی ــان  FDA و م در درم

بـا ايـن وجـود     گیرد. های حاد مورد استفاده ارار می لوسمی

ــدیداروهــای  ــر   آزانوکلئوزي ــ  عملکــرد  ی ــه دلی ــوق ب ف
هـا   ، تاایرگذاری محـدود آن  DNAاختصاصی در اتصال به 

 چنین استفاده نامناسب از اين داروها و هم Sدر فاز سلولی 
هــای  هــای هیپوپرولیفراتیــو محــدوديت درمــان لوســمیدر 

ــه ســمت    ــن عرصــه ب ــ  اي ــه همــین دلی کــاربردی دارد. ب
های سنتتیک  یر نوکلئوزيـدی ملـ  پروکاينامیـد     مهارکننده

ــده    ــن مهارکنن ــه اي ــت، الات ــیش رف ــدرت    پ ــز از ا ــا نی ه
باشـند. لـذا امـروزه     هیپومتیلاسیون ناچیزی برخـوردار مـی  

 DNAکه دارای اار هیپومتیلاسیون بر استفاده از مواد طایدی 
. بـرای  (5)باشند، مورد توجه فراوان اـرار گرفتـه اسـت    می

هايی ااب  ذکـر   های چای ساز نمونه فن  مین، پلیملال کورکا
کـه فااـد    باشـند کـه عـلاوه بـر ايـن      از اين مناع عظیم مـی 

باشند بـا   های سنتتیک می و عوارض مهارکننده ها محدوديت
های مختلـف در القـای هیپومتیلاسـیون پروموتـور      مکانسیم

 Dnmt1  و تـاایر بـر بیـان ژن    سـلولی  چرخههای کنترل  ژن
. هارمالین يکی از آلکالوئیدهای مشتق شده از ندکن عم  می

پرولیفراتیو بر روی  گیاه اسپند است که دارای خاصیت آنتی
ولـی مکانیسـم عمـ  و     ؛باشـد  های سلولی لوسمی مـی  رده

ــی     ــر آنت ــن اا ــای اي ــن دارو در الق ــرد اي ــونگی عملک چگ
عوام  دخی   مقالهپرولیفراتیو مشخص نشده است. در اين 

پرولیفراتیــو بررســی شــد و تــاایر  اــر آنتــیدر القــای ايــن ا
، هیپومتیلاسیون ناحیه پروموتـور  یسلول چرخههارمالین بر 

 NB4در رده سـلولی   P15همچنین بیان مجدد ژن ، P15ژن 
 مورد بررسی ارار گرفت.   

 
  ها روشمواد و 

 کشت سلولی و تیمار با داروی هارمالین:
از بانـک سـلولی    NB4های  سلولدر يک محالده تجربی،    

در  NB4سـلول  5/1 ×119 تدداد .ندپاستور تهیه شد انستیتو
 لیتر بـه صـورت سوسپانسـیونی در محـیط حـاوی      هر میلی
1961 RPMI  )همراه بـا  )آلمان، سیگما FBS 11 %،U/mL  
 )آمريکا،استرپتومايســین  µg/mL 111و ســیلین پنــی 111

گراد و  درجه سانتی 21در در دمای و سیگما(  سنت لوئی 
 NB4سلول  2/1× 119 تدداد کشت داده شد. CO2% 5فشار 

سپ   ای کشت داده شد. خانه 9های  در هر چاهک از پلیت
 ، µg/mL11های  روز تحت تاایر  لظت 2ها به مدت  سلول
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µg/mL 15،µg/mL 31، µg/mL 35 و µg/mL 21 ارمــالین ه
آزاســـیتیدين  –5از  µM 3 و  لظـــت)آمريکــا، ســـیگما(  

به عنوان کنترل ملات مـورد محالدـه اـرار    )آمريکا، سیگما( 
ــالص و   ــانول خ ــالین در ات ــد. هارم ــیتیدين –5گرفتن  آزاس

ب مقحـر و اسـتیک اسـید    آ)کنترل ملات( در حجم مساوی 
 ح  شد.

 
مانی و شـمارش سـلولی بـا اسـتفاده از رنـ        ارزيابی زنده
 تريپان بلو:

 9هـای   پلیـت در  NB4 هـای  از سـلول  2/1 × 119تدـداد     
 64 ، 36های مختلف هارمالین و در مدت  ای با  لظت خانه
 بلـو  تیمار شده و بـا اسـتفاده از رنـ  تريپـان    ساعت   13و 

و لام نئوبار مورد محالدـه اـرار گرفتـه     %6/1 )آلمان، مرک(
های مرده نسات بـه تريپـان بلـو     زمايش سلولآشد. در اين 

هـای   امـا سـلول  کنـد   پذير هستند و رن  را جذب می نفوذ
بـرای شـمارش    ناپذير اسـت.       زنده نسات به اين رن  نفوذ

هـای   هـای بـدون رنـ  را در خانـه     های زنده سـلول  سلول
 شمارش شد و میانگین گرفته شد. گلاول سفید

 
هارمـالین بـا اسـتفاده از روش     سايتوتوکسیکارزيابی تاایر 

MTT : 
ها بـه روش  سايتوتوکسیک دارو به منظور بررسی تاایرات   

 × 119 تـايی،  69، به هـر چاهـک از پلیـت     MTTسنجش 
 µg/mL)هـای مختلـف دارو    لظـت  سلول تحت تاایر 15/1
11  ،µg/mL 15  ،µg/mL 31  ،µg/mL 35  ،µg/mL 21 )

هـايی کـه تنهـا     اضافه شد. چاهـک  میکرولیتر 111به حجم 
حاوی محیط کشت و سـلول اسـت و دارويـی نـدارد، بـه      

های آماده شده  عنوان گروه کنترل منفی استفاده شدند. پلیت
 CO2 %5و فشار  گراد سانتی درجه 21در انکوباتور با دمای 

 2تـا   1های مختلف  ارارداده شدند. با توجه به اين که زمان
های مختلف دارويـی   ها با رات روز برای انکوباسیون سلول

، بدد از اتمام زمان انکوباسیون بـه  نددر نظر گرفته شده بود
 11حجـم   و mg/mL 5به  لظت  MTTهر چاهک محلول 

سـاعت در   9تـا   6 هـا  پلیـت  افزوده شد و سپ میکرولیتر 
بدـد از بـه اتمـام     انکوبه شـدند.  گراد سانتی درجه 21دمای 
به هر چاهک به منظور حـ  شـدن    ساعت 9-6یدن اين رس

اضـافه شـد و   DMSO میکرولیتـر   151رومازان فوبلورهای 
پ  از هموژن کردن هر پلیت، توسط دستگاه الايـزا ريـدر   

 نانومتر خوانده شد. 511جذب نوری در طول موج 
 

 و فلوسیتومتری: PIسلولی با استفاده رن  چرخه ارزيابی 

ــالیز      ــهآن ــین کاربردهــای    چرخ ــی از اول ــلولی يک  س
 رود. اصول اين آنـالیز بـر اسـاس    فلوسیتومتری به شمار می

است،  DNAهای مخصوص با رن  سلول DNA آمیزی رن 
 که میزان رن  جذب شـده متناسـب بـا محتـوای     طوریه ب

DNA   مرحلــه  6 سـلولی دارای چرخـه  باشــد و  سـلول مـی
محتـوای   G1ها در فـاز   سلول همه  G1SG2Mمتمايز است:

دارند و بنابراين يک پیک باريـک در نمـودار    DNAيکسان 
( عـرض  CV) آيد، ضريب تغییرات دست میه فلورسان  ب
دو برابـر   G2/Mهـا در فـاز    دهـد. سـلول   مـی ه پیک را نشان
را دارند، بنابراين پیک ايجاد شده  G1در فاز  DNAمحتوای 

ی، اـرار دارد. از نظـر تئـور    G1در موادیت دو برابر پیـک  
کمتـر از   است اما در عم  مدمولاً 1به  G1، 3به  G2نسات 
هـايی   توسط سلول G2 و  G1آيد. فاصله بین دست میه آن ب

 هستند اشغال شده است.S که در فاز 
تحـت تـاایر    (1×119کشت داده شـده )  NB4 های سلول    

 ( هارمـالین در مـدت  µg/mL 15  ،µg/mL 31هـای)   لظت
 311 ها را دو بار بـا  شدند. سپ  سلولزمان دو روز انکوبه 

 311 شستشو داده و بدد از آخرين شستشو، PBSمیکرولیتر 
به توده سلولی اضافه شـده و سوسپانسـیون    PBSمیکرولیتر 

میکرولیتر از سوسپانسیون برداشته شده  51 .سلولی تهیه شد
ــه آن ــی 5/1 و ب ــر  میل  51اضــافه شــد و ســپ   RNaseلیت
افزوده شد  PIمیکرولیتر رن   5/1و  %11لیتر تريتون  میکرو

انکوبه شد. در گراد  سانتیدرجه  21 دایقه در 21و به مدت 
ها جهت ارائه بـه دسـتگاه فلوسـايتومتری     اين مرحله نمونه

 آماده شدند.
 

 : cDNAو ساخت RNAاستخراج 
  تحـت تـاایر  لظـت   ، NB4 های کشت داده شده  سلول    

µg/mL 15     هارمالین در مـدت زمـان دو روز انکوبـه شـد. 
هـا را در   نآهای موجـود در فلاسـک را شـمارش و     سلول

بـه   g1111 ريختـه و در دور  لیتـری   میلـی  5/1میکروتیوب 
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رويـی را خـارج     مـايع  .نمايیم دایقه سانتريفیوژ می 9مدت 
اضـافه   PBSمیکرولیتـر   511کرده و بـه محتـوای تـه لولـه     

با همان دور و زمان سانتريفیوژ را تکرار  نمايیم و مجدداً می
بـه وسـیله کیـت و طاـق      RNAکنیم. سـپ  اسـتخراج    می

صــورت گرفــت. بــر طاــق )آمريکــا، کیــاژن(  دسـتورالدم  
بـه   µL 251 را RLTبافر  RNAکیت استخراج  دستورالدم 

از  µL 251کنـیم.   مـی  مخلـون  پلاک سلولی اضافه کـرده و 
 مخلـون ن را آرا به محلول بـالا اضـافه کـرده و     %11الک  
و سـتون را در   کنـیم  مـی نمايیم و سپ  به ستون اضافه  می
مـواد   نمـايیم.  اانیه سانتريفیوژ مـی  15به مدت  g 6211دور 

جمع شده میکروتیـوب زيـر سـتون را خـارج کـرده، يـک       
 µLدهیم و بـه سـتون    ن ارار میآمیکروتیوب ديگر در زير 

و  کـرده همراه الک  را اضافه  RPE شستشو از محلول 511
. مکنی اانیه سانتريفیوژ می 15به مدت  g 6211ن را در دور آ

در دستگاه نانو دراپ خوانـده شـد    RNAدر نهايت  لظت 
 ـ    دسـت آورده شـد.   ه که برحسب نـانوگرم بـر میکرولیتـر ب

بردار مدکوس توسـط   به وسیله آنزيم نسخه cDNA ساخت
ــت ــا ( 6511YT)ايران، کی ــازگرو ب ــو آ  ــق  dT اولیگ طا

سـاخته   cDNA اين کیت انجام گرفتـه شـد. از   دستورالدم 
آ ـازگر  و  دار( )ژن خانه GAPDH آ ازگربا  PCRشده يک 

Dnmt1  وP15  از اا Real Time PCR و سـپ    انجام شد
اخته شــده بررســی ســ cDNA کیفیــت، % 5/1بــر روی ژل 

 گرديد.
 

Real-time PCR : 

 RotorGene 3000در دسـتگاه   Real time PCRزمـون  آ    

system میکرولیتر انجام شد. پیش  31 و در حجم( ت)کورب
های مـورد محالدـه، شـرايط تکلیـر      از بررسی نسای بیان ژن
هـای مـورد    برای ژن Real-time PCRاحدات توسط روش 

ــه  ــی  و ژن Dnmt1و  P15محالد ــرل داخل ــای کنت  و Bact ه
GAPDH  و انجام بهینه تکلیر،  آ ازگرهااز نظر دمای اتصال

 Real-timeآ ازگرهـای تـوالی   شـد.  سازی و نرمـالیزه  بهینه

PCR  اختصاصی ژنP15  وDnmt1 های کنترل داخلی  و ژن
Bact و GAPDH ،ــران ــاوران )اي ــده در جــدول ( ژن فن آم

در انتها برای محاساه تغییرات بیـان ژن   .(1-2است)جداول 
CTΔΔ از فرمول

2
 استفاده شد. -

 
 GAPDHو  Bactهای ووترل داخلي  و ژن Dnmt1و  P15اختصاصي ژن  Real-time PCR: توالي آغازگرهای 4جدول 

 

 (bpاندازه ) توالي آغازگر نام آغازگر نام ژن

GAPDH 
GAPDH(R)F CCACTCCTCCACCTTTGACGCT 151 
GAPDH(R)R TTACTCCTTGGAGGCCATGTGGG 

BACT 
BACT(R)F TGGGGGCGGCAGCGATGAG 365 
BACT( R)R GGTTGGCCTTAGGGTTCAGGGGGG 

P15 (CDKN2B) CDKN2B(R)F GATGTGCAAGCGACGACAGA 41 
CDKN2B (R)R GAGCAAAGGCCAGCATCCT 

Dnmt1 Dnmt1 F CCTCCAAAAACCCAGCCAAC 111 
Dnmt1 R TCCAGGACCCTGGGGTTTC 

 
 P15و ژن  Bactگا آغازگر ژن  PCRجهت انجام  Real-time PCRگرنامه زماني دستراه : 2جدول 

 

 چرخه دما زمان فاز

 1 گراد درجه سانتی 65 دایقه 5 دناتوراسیون اولیه

 گراد درجه سانتی 65 اانیه 21 دناتوراسیون

 گراد درجه سانتی 51 اانیه 21 آنیلین  25

 گراد درجه سانتی 13 اانیه 21 اکستنشن
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 P15و ژن  Bactگا آغازگر ژن  PCRجهت انجام  Real-time PCRگرنامه زماني دستراه : 4جدول 
 

 چرخه دما زمان فاز

 1 گراد درجه سانتی 65 دایقه 5 دناتوراسیون اولیه
 گراد درجه سانتی 66 اانیه 21 دناتوراسیون

 گراد درجه سانتی 54 اانیه 21 آنیلین  25
 گراد درجه سانتی 13 اانیه 21 اکستنشن

 
 MSP (Methylation specific PCR)جهت انجام  P15: آغازگرهای متیله و غیر متیله 1جدول 

 

 (bpاندازه ) توالي آغازگر نام آغازگر نام ژن

P15 (CDKN2B) 

CDKN2B MF GCGTTCGTATTTTGCGGTT 151 
CDKN2B MR CGTACAATAACCGAACGACCGA 
CDKN2B UF TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT 151 
CDKN2B UR CCATACAATAACCAAACAACCAA 

 
 P15های تجاری متیله و غیر متیله ویاژن گا آغازگر ژن  گیسولفیته و ووترل DNAوردن  PCRاني ترموسایکلر جهت مگرنامه ز: 1جدول 

 

 گراد( دما )درجه سانتي زمان فاز

 گراد درجه سانتی 65 دایقه 11 دناتوراسیون اولیه
 گراد درجه سانتی 65 اانیه 65 دناتوراسیون
 گراد درجه سانتی 59 اانیه 65 آنیلین 
 گراد درجه سانتی 13 اانیه 21 اکستنشن

 گراد درجه سانتی 13 دایقه 11 اکستنشن نهايی
 

 

 و بررسی متیلاسیون: DNAاستخراج 
 تحـت تـاایر  لظـت   ، NB4 های کشت داده شده  سلول    

µg/mL 15     هارمالین در مدت زمـان دو روز انکوبـه شـد و
 DNAســپ  بــا اســتفاده از کیــت يکتــا تجهیــز اســتخراج 

میکرولیتـر   311 اين کیت دستورالدم طاق  صورت گرفت.
P.B.S (Phosphat Buffer Saline )ــه ــلولی   را ب ــه س تکم

و محتويـات فـالکون بـه     حاص  از سانتريفیوژ اضـافه شـد  
میکرولیتر از پروتئاز  31. انتقال داده شدلیتر  میلی 5/1تیوب 

 ALمیکرولیتر از بافر  311 و سپ  اضافه شد 5/1به تیوب 
. اانیـه ورتکـ  شـد    15به تیوب اضـافه شـد و بـه مـدت     

 11مـدت   بـه گـراد   سـانتی درجه  59انکوباسیون تیوب در 
 69-111میکرولیتـر از اتـانول    311 صورت گرفت و دایقه

محتويـات  . اانیه ورتکـ  شـد   15درصد به تیوب اضافه و 
رای بg 12611 های استخراج اضافه شد و در تیوب به ستون

لیتـری   میلـی  3يک دایقه سانتريفیوژ شد. سـتون بـه تیـوب    
بـه   AW1میکرولیتـر از بـافر    511 .استري  انتقال داده شـد 
برای يک دایقه سانتريفیوژ  g 12611 ستون اضافه شد و در

لیتـری اسـتري  انتقـال     میلـی  3ستون به تیوب  شد و مجدداً
به ستون اضـافه شـد و    AW2میکرولیتر بافر  511 .داده شد

دایقه سـانتريفیوژ شـد و سـتون بـه      2به مدت  g1911 در 
رولیتـر  میک 111. لیتری استري  انتقال داده شد میلی 3تیوب 
درجـه   31تـا   15به ستون اضافه شـد و در دمـای    AEبافر 
 g دایقـه انکوبـه شـد و سـپ  در     15به مـدت  گراد  سانتی
مايع خـارج شـده از    .برای يک دایقه سانتريفیوژ شد 6211

سـپ  بـا    انتقال داده شـد و  یلیتر میلی 5/1ستون به تیوب 
 DNA .گرديـد ارائـت   DNA لظـت   ،دراپ استفاده از نـانو 

تیـک  اپـی  ستخراج شده بـا توجـه بـه دسـتورالدم  کیـت     ا
سپ  بـا اسـتفاده    .بیسولفیته شد)آمريکا، کیاژن(، بیسولفیت
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ــولفیت،  DNA( ng 111) و MSP روشاز  ــراه  بیس ــه هم ب
 Master PCR و( µM 6/1)متیلـه   يا  یر متیله و آ ازگرهای

2X (µL 5/13) به حجم نهايی µL 35  برای تکلیر ژن مورد
هـای   چنـین کنتـرل   هـم  .(9)(5)جدول شـد  رسـانده نظر 

متیلـه   DNA د ازتن، که عاار)کیاژن(تجاری متیله و  یر متیله
استفاده شد  MSPيند آبرای بررسی فرژنومی،  DNA شده و

ــر روی ژل  آن و محصــول ــا ب ــی 3ه ــورز بررس % الکتروف
 .گرديد

 
 آنالیز آماری:

 Two-Sampleآزمـون  و t-testمحاسـاه آمـاری از روش       

Assuming Unequal Variances  3119 افـزار  در نرم Excel 
 .استفاده شد

 
 ها يافته

 : NB4و پرولیفراسیون رده  نتايج حاص  از رشد
ــر رشــد و پرولیفراســیون       ــاایر دارو ب ااــ  از بررســی ت

بـه   NB4هـای   ل سلولی، ابتـدا رشـد و پرولیفراسـیون سـلو    
 RPMI (FBS تنهايی و بـدون تـاایر دارو در محـیط کشـت    

زمـان   ها سريع بوده و در بررسی شد. رشد اين سلول%( 11

 .ها دو برابر شد ساعت تدداد آن 31
 

با اسـتفاده   NB4تاایرسايتوتوکسیک هارمالین بر رده سلولی 
 :MTT ASSAY از روش کمی

تــاایر  کــردمشــخص  MTT آزمــايش نتــايج حاصــ  از    
داروی هارمالین بر کاهش پرولیفراسیون سلولی به صـورت  

سـاعت   64باشد. هارمالین پ  از  می نوابسته به دوز و زما
،  µg/mL 11  ،µg/mL 15 ،µg/mL 31)هـــای  لظـــت در

µg/mL 35  وµg/mL 21 )  ــیون ــاهش پرولیفراس ــب ک موج
% 41% و 11% ، 51%، 61 بـه ترتیـب بـه صـورت     هـا  سلول
  (.1()شک  >p 11/1)شود می
 
 هـای  سـلولی سـلول  چرخـه  ج حاص  از تاایر دارو بـر  ـنتاي

NB4 : 
مشـخص شـد    PIتوسط رن    سلولی چرخهبا بررسی     

 (µg/mL 31و  µg/mL 15) که داروی هارمـالین در  لظـت  
(. >p 15/1)شـود  مـی  G0G1هـا در فـاز    باع  تواف سلول
 در مقايسـه بـا  لظـت    G0G1هـا در فـاز    ولی تواف سلول

µg/mL 31    نسات به  لظـتµg/mL 15   داروی هارمـالین
 کار  لظت هــرای ادامـن دلی  بـه همیـب .باشد مدنادار نمی

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
)ووترل آزاسیتیدی  -5های مختلف داروی هارمالی  و  تحت تاثیر غلظت  MTTآزمایشحاصل   NB4های  نمودار جذب نوری سلول:  4ل شک

ماری در مقایسه آهای  داده( >p 04/0) (**)و  (*) >n=  ،01/0 p 4)گدون تاثیر دارو)ووترل موفي(  NB4های سلول( µM 2؛  =CV 0مثبت، 
 نشان داده شده است.( t-Testهای گدون تاثیر دارو گا استفاده از  دوزهای مختلف دارو در مقایسه گا سلول

* 

** 

** 
** 

** ** 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

CONT- 10µg/ml15µg/ml20µg/ml25µg/ml30µg/ml 2µM

O
D

 

concentrations 

NB4-48 

        Mµ 3    µg/mL 21  µg/mL 35µg/mL    31  µg/mL 15 µg/mL  11    CONT 

 

 غلظت

6/1 

4/1 

1/1 

9/1 

5/1 

6/1 

2/1 

3/1 

1/1 

1 
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 G0G1 های متواف شده در فاز میزان سلول RN1 سلولي، چرخهجهت گررسي  PIگا استفاده از رنگ  های مرگوط گه فلوسیتومتری نمودار:  2شکل 
را  NB4ها  سلولA  دهد. تصویر را نشان ميG2M  های متواف شده در فاز سلول RN3 وS های متواف شده در فاز سلول RN2دهد،  را نشان مي

  µg/mL 41 در دوزرا تیمار شده گا هارمالی    سلول  C( و µM 2، )ووترل مثبتسیتیدی آزا -5تیمار شده گا  NB4   های سلول Bگدون تاثیر دارو، 
 .دهد سانت نشان مي 14پس از 

 
هارمـالین را انتخـاب    µg/mL 15 تـر هارمـالین يدنـی    پايین

آزاسیتیدين که به عنوان کنترل ملات تلقی -5کرديم. داروی 
 Sباعـ  تواـف سـلولی در فـاز      µM3در  لظـت   شـد  می
 .(3 )شک شود می
 

 Real-timeبـا اسـتفاده از   Dnmt1 تاایر هارمالین بر بیان ژن 

PCR : 

تحت تـاایر  لظـت    NB4 های  درسلول Dnmt1بیان ژن     
µg/mL 15 های  هارمالین نسات به سلول NB4 تیمار نشـده 

کـاهش  (. >p 111/1)نمونه کنترل کاهش نشـان داده اسـت  
هارمالین نسـات بـه    µg/mL 15 در  لظت Dnmt1بیان ژن 

آزاسـیتیدين بـر    –5 کاهش بیـان ايجـاد شـده در ااـر تـاایر     
( >p 11/1)باشـد  ها به صـورت مدنـاداری بیشـتر مـی     سلول
 (.2)شک  

 
 Real-timeبا استفاده ازP15 نتايج تاایر هارمالین بر بیان ژن 

PCR : 

سـاعت   64( پـ  از  µg/mL 15نتايج تـاایر هارمـالین )      
 در مقايسه با نمونه کنترل منفی  P15 موجب افزايش بیان ژن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تحت تاثیر NB4  در رده سلوليDnmt1 نمودار میزان گیان :  4شکل 
 14پس از ( µM 2)ووترل مثبت، غلظت آزاسیتیدی -1هارمالی  و 

های  داده .4 n= (***()004/0 p<)( =cv 0)ووترل موفي سانت
های گدون تاثیر  گا سلول ماری در مقایسه دوزهای مختلف داروآ

 نشان داده شده است. t-test استفاده از گا( NB4 دارو)ووترل موفي یا 
 

،  =n 2)شـده اسـت   NB4های  یـر تیمـار شـده     و يا سلول
11/1 p< .) اين افزايش بیان ژنP15  در  لظـت µg/mL 15 

آزاسیتیدين بـا  -5هارمالین نسات به نمونه کنترل ملات و يا 
 (.6()شک  >p 11/1)باشد مدنادار می µM3 لظت 

*** 

*** 
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CONCENTRATION 

Dnmt1- 48 

 Mµ 3         µg/mL 15           NB4 
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 DNAمحتوای 
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 تحت تاثیر هارمالی NB4 در رده سلولي p15  ژن میزان گیان :1 شکل

)ووترل موفي  ترسان 14س از رت( پررل مثبرووت( آزاسیتیدی -1 و
0 cv=()4 n=  ،01/0 p< (* و )04/0 p< (** ))های آماری  داده

های گدون تاثیر دارو)ووترل های مختلف دارو گا سلول مقایسه دوز
 نشان داده است.را  t-testگا استفاده از  موفي(

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 ، ladder 4%، ستون 2روی ژل  گر MSP محصول گررسي :1شکل 
 4ستون  ، P15متیله  غیرآغازگر گا  (U) ووترل غیر متیله 2 ستون

شده  تیمار غیر  1NB4 ستون ،P15 (M)متیله آغازگر ووترل متیله گا 
غیر  آغازگرگا   NB4 نمونه غیر تیمار شده 1متیله، ستون  آغازگرگا 

 متیله غیر آغازگرآزاسیتیدی  گا  -5شده گا  تیمار NB4 9متیله، ستون 
 4 متیله ستون آغازگرآزاسیتیدی  گا -5تیمار شده گا   2NB4 ، ستون

NB4  6 متیله، ستون غیر آغازگرتیمار شده گا هارمالی  گاNB4   تیمار
 .متیله آغازگرشده گا هارمالی  گا 

 

 :P15 ارزيابی وضدیت متیلاسیون پروموتور ژن 
دهنده متیلاسیون نـواحی   ( نشانMمتیله) آ ازگرتکلیر با     

CpG  آ ازگر و تکلیر با  آ ازگرهادرون توالی (یرمتیلـه U )
درون  CpGدهنده عدم وجـود متیلاسـیون در نـواحی     نشان

باشد و تکلیر نمونه مورد نظر بـا هـر دو    می آ ازگرهاتوالی 
نتـايج  . اسـت نشان دهنده متیلاسیون نسای  Uو  M آ ازگر

متیلـه   ، NB4رده سـلولی   P15  نشان داد کـه پروموتـور ژن  
وجـب هیپومتیلـه   م µg/mL 15 است. هارمـالین در  لظـت  

 .(5 )شک شده است P15  شدن پروموتور ژن
 

 بحث
آلکالوئیدهای مشتق شده از گیاه اسـپند دارای خاصـیت       

ــی ــر روی رده  آنت ــو ب ــمیک    پرولیفراتی ــلولی لوس ــای س ه
ــی ــه  .(1، 4)باشــد م ــن محالد ــالین در اي ــه يکــی از هارم ک

آلکالوئیدهای مشتق شده از گیاه اسپند است به عنـوان يـک   
چنین عام  مهار کننـده متیلاسـیون    و هم ضد سرطان عام 

DNA   ــت ــه اس ــه ارارگرفت ــورد محالد ــالین دارای م . هارم
خاصیت سايتوتوکسیک به صورت وابسته بـه دوز و زمـان   

های  ساير دارواين دارو و مشابهی از تاایر  باشد که نتايج می
هـای مختلـف    استخراج شـده از گیـاه اسـپند بـر روی رده    

محالده نشـان   نتايج اين(. 1، 6)استزارش شده لوسمیک گ
سـاعت   64های تیمار شده با هارمالین پ  از  سلول داد که

های لوسمی در فـاز   باع  تواف سلول µg/mL 15در دوز 
G0/G1 آزاسـیتیدين بـه   -5شود. در صورتی کـه داروی   می

مـولار باعـ  تواـف    میکرو 3عنوان کنترل ملات در  لظت 
. نتیجـه مشـابهی توسـط بلـوم و     گـردد  می Sسلولی در فاز 
بـر روی   3112منتسا و همکـارانش در سـال    همکارانش و

آزاسیتیدين موجب -5آزاسیتیدين انجام شد که نشان داد -5
ــاز   ــلولی در ف ــه س ــف چرخ ــی S توا ــوند م  .(11، 11)ش
بـه بررسـی تـاایر     3119بروتنسکیت و همکـاران در سـال   

 میکرومولار 5پروکانامید پرداختند، که اين دارو در  لظت 

 چرخـه  G0G1 در فازNB4  های لوسمی باع  تواف سلول
پروکانامیـد   میکرومـولار  5ت . اين دارو در  لظشدلی سلو

در اودی و همکـاران  . (3)دهد را کاهش می Dnmt1بیان ژن 
بــه بررســی هــارمین)يکی ديگــر از آلکالوئیــد  3111ســال 

 یگیاهی مشتق شـده از گیـاه اسـپند( و تـاایر دوزهـای آنت ـ     
ــل  ــر رده س ــو آن ب ــ NB4 ی لوســمیولپرولیفراتی  د،پرداختن

ساعت وابسته به دوز و زمان بوده که در  13هارمین پ  از 
در فـاز   NB4 یباع  تواف رده سلول µg/mL 3/51  لظت
سـا و همکـاران در سـال    هم .(13)شد G0G1 سلول چرخه

     Mµ 3            µg/mL 15             NB4 
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هـای پـايین    نتايج مشابهی از تاایر هارمین در  لظـت  3111
 µg/mLهارمـالین از  لظـت    .(12)وردندآدست ه هارمین ب

و هیپومتیلاســیون در  Dnmt1موجــب کــاهش بیــان ژن  15
پومتیلاسـیون در  شود. بـا توجـه بـه هی    می P15پروموتر ژن 
افـزايش پیـدا    P15 رود بیان ژن ، انتظار میP15پروموتر ژن 
پرولیفراتیـو هارمـالین بـر     یتاایر دوزهای آنت ـ یکند و بررس
نشان داد که هارمالین در   NB4در رده سلولی  P15بیان ژن 
 P15برابـری بیـان ژن    16موجب افزايش µg/ml 15 لظت 

هـارمین بـر روی    یگـردد. اودی و همکـاران در بررس ـ   می
موجـب   µg/mL 9/35  لظـت  در NB4های لوسـمی   سلول

 µg/ml 3/51و در  لظت  mRNA Dnmt1% 54کاهش بیان 
شـود. کـه ايـن    مـی  Dnmt1 % در بیان ژن95موجب کاهش 

ايـن  گرديـده و   P15کاهش باع  هیپومتیله شدن پرومـوتر  
علاوه بر هـارمین و   شده است. P15 امر باع  افزايش بیان

ــالین ــاایر در    ،هارم ــ  ت ــان باع ــری از گیاه ــات ديگ ترکیا
و  شـوند. جیـان هـو    های لوسمی مـی  هیپومتیلاسیون سلول
به بررسی متیلاسـیون پروموتـور    3112همکارانش در سال 

ــد و بررســیP15 ژن  ــای آن پرداختن ــه   ه ــان داد ک ــا نش ه
در  NB4 هـای  تواف سـلول  موجب( µg/mL 29)کورکامین

کــاهش متیلاســیون چنــین  ســلولی و هــم چرخــه G1ار فــ
برابـری در بیـان    5افزايش  متدااب آن،و P15پروموتور ژن 

حسـن حمـزه و همکـاران در سـال      .(16)شود می P15ژن 
ی تاایر کورکومین و دی متوکسی کورکومین به بررس 3116

پرداختند، کـه نتـايج بررسـی نشـان داد ايـن دو دارو تـاایر       
سیتوتوکسـیک و هیپومتیلاسـیون پروموتـور بـر رده سـلول      

 P15 لوسمی را نداشته، اما از مسیری ديگر بیان پروموتر ژن
وهمکارانشـان در   اکـوار چنین  هم .(15)دهند را افزايش می

-EGCG (Epigallocatechin-3نشان دادنـد کـه    3113سال 

gallat )ــت ــدن    µg/mL 21 در  لظ ــه ش ــب هیپومتیل موج
ــور  ــای  ژنپروموت ــلول P73و  P16  ،TSGLه ــای در س ه

Jurkat بـا توجـه بـه     .(19)شودها میو افزايش بیان اين ژن
های ارائه شده هارمالین در مقايسه با ساير داروهای  گزارش

ماهانین  ،(EGCG)فن  چای ساز پلی طایدی مانند کورکامین،
اار بخشـی بیشـتری بـر روی     ،تر هارمین در  لظت پايین و

 . (11)هیپومتیلاسیون پروموتر ژن سلول لوسمی دارد
 

گيري نتيجه
کننده تومـور   های سرکوب با توجه به هیپرمتیلاسیون ژن    

چنین اار بخشی داروی هارمـالین در   و همAPL در بیماران 
 NB4های پرومیلوسیتک در سلول اارات سیتوتوکسیک یالقا

ــر  Dnmt1چنـــین کـــاهش بیـــان  و هـــم  و تـــاایر آن بـ
در  P15 بیان ژن شکه موجب افزاي P15هیپومتیلاسیون ژن 

کـه ايـن    دادتوان چنین پیشنهاد  می شود، می اين رده سلولی
کار درمانی مناسـب چـه بـه     تواند به عنوان يک راه دارو می
نوتراپی و چه به صورت داروی مکم  همراه بـا  وصورت م

 مورد استفاده ارار گیرد. APLداروهای متداول 
 

    تشكر و قدرداني
اين مقاله حاص  پايان نامـه کارشناسـی ارشـد دانشـگاه         
بـدين وسـیله    باشد. زاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات میآ

اـايی  آخانم دکتـر  و از مرکز تحقیقات سازمان انتقال خون 
اـای دکتـر   آچنین شايسـته اسـت از    هم نمايم. ادردانی می

پــور کــه در ايــن راه از  زاده و خــانم دکتــر محمــدی امیــری
 . ازتشــکر نمــايمبســیار  ام بهرمنــد شــده راهنمــايی ايشــان

نیز تشکر خانم دکتر رستمی  همکاری بیمارستان شريدتی و
 .نمايم می
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Abstract 
Background and Objectives 

One of the most important mechanisms of hematologic malignancies is DNA methylation in 

the promoter region of tumor suppressor genes such as P15. Harmalin is one of the alkaloids 

derived from plants that show anti-proliferative activity on leukemic cell lines. The effect of 

harmalin on Dnmt1 gene expression and hypomethylation of P15 promoter in NB4 cell line 

was evaluated. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, cytotoxic effects of harmaline were investigated until 72 hours on 

the NB4 cell line using MTT. Flow cytometry was performed in order to evaluate the cell cycle 

of NB4 cell line after treatment with harmalin. Gene promoter methylation status of P15 was 

evaluated by Methylation Specific PCR. Dnmt1 and P15 gene expression was analyzed by 

Real-time PCR technique. 

 

Results 

15μg/ml harmalin after 48 hours showed a dose and time-dependent anti-proliferative 

properties on NB4 cell line, cell cycle analysis would stop NB4 cells in G0G1 phase of the cell 

cycle. Real-time PCR results showed that 15μg/ml harmalin reduced gene expression of 

Dnmt1, induced hypomethylation of P15 gene promoter and increased P15 gene expression in 

NB4 cell line. 

 

Conclusions   

According to our data, the effect of harmalin on reduction of Dnmt1 expression, P15 promoter 

hypomethylation and P15 reactivation in this cell line showed that it could be suggested as a 

therapeutic strategy, suitable for monotherapy or supplement for medication which is 

commonly used for APL (Acute Promyeloid Leukemia).  
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