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  مقاله پژوهشي 

  
  و وضعيت بيان P16و  P15ارزيابي الگوي متيلاسيون در نواحي پروموتوري دو ژن 

  خون بند ناف +CD34هاي بنيادي  ل اين فاكتورها در سلو 
  

  ،۵، مسعود سليماني۴نيا ي ، مهرداد نوروز۳، يوسف مرتضوي۲كاوياني، سعيد ۱مهدي آزاد
  ۶، امير آتشي۷، زهرا ذنوبي۶سعيد آبرون 

  
  هچكيد

  سابقه و هدف 
 يسـلول  يهـا  گونـه  به هياول يها سلول تمايزدر  ييسزاه ب نقش،  P16 و P15 رينظ سلول پيامدهي داخلعناصر 
هـا،   آن در بينکه  لنديان ژن دخيکنترل ب در يمختلف يها سميمذکور توسط مکان يفاکتورها. کنند يم فايا، متنوع

 ـ يدر ا ياهداف اصل. ون قابل ذکر استيلاسيخصوص مته ب کيژنت ياپ  ـت بيبـردن بـه وضـع    ين مطالعـه، پ ان ي
 ـ در نظر موردي ها ون ژنيلاسيرات متييتغ نعييت بند ناف و +CD34ي اديبن يها نظر در سلول مورد يها ژن ن يهم

 .بودمرحله 

  ها روش مواد و
 يهـا  سلولاد يازد و صيتخل و خون بند ناف يها سهيکي آور جمع از پس. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

 ـاولي ها سلول DNAو  RNA از بيترته در مراحل بعد ب. جدا شد يسلول ژنوم ،ياديبن  Bisulfite و cDNAه، ي

treated DNA يهـا  واکـنش  هـر دو ژن،  يبـرا  زيدر ادامه ن. شد اختهس PCR  وMethylation Specific PCR 
   .گرفت انجام

  ها يافته
 ـبن يها سلولدر  يان نسبيب ون ويلاسيمت يدارا P15 ، مشخص شد که MSPانجام  از پس  بـوده و  +CD34 يادي
 ـدهنـده ب  نشان،  PCRج ينتا. است کاملان يب ين مرحله و دارايون در ايلاسيز فاقد متين P16 يعنيگر يژن د  اني

 .باشد يم +CD34 ياديبن يها ، در سلولدو ژن انتخاب شده ره

  ينتيجه گير 
و  P15ان مشـخص  يب. باشد يآن م يا هر سلول، متناسب با عملکردهايان ژن توسط هر بافت يب الگويهمواره، 

P16 ياديبن يها سلول يولوژيها در ب انگر نقش آنيتواند ب يز، مين CD34+ يخوان همواره هم. خون بند ناف باشد 
 . ک وجود دارديژنت يرات اپييک ژن و تغيان يان بيم يقابل توجه

  بند نافي، اديبن يها سلول ،ونيلاسيمت :ات كليديكلم
 
  
  
  
  
  
  ۱۹/۱/۹۱  :اريخ دريافت ت

  ۲۸/۴/۹۱: تاريخ پذيرش 
  
  دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران دانشجوي دكتراي هماتولوژي و بانك خون ـ دانشكده پزشكي -۱
  ۱۴۱۱۵-۳۳۱: س ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستيدانشگاه تربيت مدردانشكده علوم پزشكي  دانشيارـ هماتولوژي و بانك خون  PhD: مؤلف مسؤول -۲
۳- PhD هماتولوژي ـ دانشيار دانشگاه علوم پزشكي زنجان ـ زنجان ـ ايران  
۴- PhD  دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران ياردانشژنتيك پزشكي ـ  
۵- PhD  دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايراندانشكده علوم پزشكي هماتولوژي ـ دانشيار  
۶- PhD هماتولوژي ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران  
 پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايرانمتخصص زنان و زايمان ـ استاديار دانشكده  -۷
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 مهدي آزاد و همكاران                                                                          +CD34هاي بنيادي  و سلول P16و  P15الگوي متيلاسيون در دو ژن 

٣٢ 

 

   مقدمه 
گيـري   شـكل  يهـا  سميمکان يانجام شده روهاي  همطالع    
هاي آزمايشگاهي خارج  هاي مختلف سلولي در محيط گونه

ه در ارتباط بـا  يم پايبشر به مفاه يابي منجر به دست بدن،از 
ان ژن ي ـم بيتنظ برداري و كنترل نسخه يعموم يها سميمکان

ي در تمــايز  فرآينــدهاي در واقــع،   .)۱-۵(شــده اســت  
 ان ژن وي ـب كنتـرل شـديداً وابسـته بـه     هاي ابتـدايي،  سلول

باشند كه مرتبط با  مي پيامدهي داخل سلولنظارت دقيق بر 
خـاص   يفاكتورهاي كنترل نياز مبرم و مسجل سلول به آن،
 ـو يبـردار  نسـخه  يها، فاکتورها نيتوکير سينظ ژه، عناصـر  ي

موجـه   ، كـاملاً آپوپتـوز  و ريتکث ،يکننده چرخه سلول کنترل
  ).۶-۸(خواهد بود

ــورد     ــاز ا دو م ــايي ــاتي  ن فاكتوره ــروه  حي ــه در گ ك
عبارتند از  شوند بندي مي هاي سركوبگر تومور دسته ينئپروت

كـه بـه    2Bو  2Aمهارگر كينازهاي وابسته به سايكلين نوع 
 در دسته عناصـر ،  P16. شوند ناميده مي P15و  P16ترتيب 

رخـه سـلولي   چكننـده   و نيز عوامل كنتـرل  سرکوبگر تومور
در خونسازي بـه   P16رنگ شدن نقش  پر .)۹(گيرد قرار مي

 انش بـر و همكـار  مينامي توسط ۲۰۰۳يك مطالعه در سال 
قـادر بـه    p16نشان داده شد كـه   ،گردد كه در آن تحقيق مي

 .)۱۰(باشـد  مي اريتروييد هاي کنترل تمايز و آپوپتوز در رده
 P16کـه توسـط   ،  CDK-6و  CDK-4 ينـاز يک يها نيئپروت

را در حالت  mdm 2به اسم  ينيئ، قادرند پروتشوند يمهار م
 يبـالقوه بـرا  ک مهارگر ي ، خود mdm 2. فعال کنند يعيطب

P53 باشـد و   يمP53 يهـا  نيئاز پـروت  يک ـيز در واقـع  ي ـن 
 ن در حضـور يبنـابرا . اسـت  يکننده بر چرخه سـلول  نظارت

P16 ، وار،  رهيصورت زنجه بP53 ز سالم مانده و مـانع از  ين
  . )۱۱(شود يجاد تومور در بدن ميا

يكـديگر و  جـوار بـا    ، هم P16 و P15مربوط به  هاي ژن    
ــوزوم  يرو ــد ۹کروم ــرار دارن ــر  و حــذف آن ق ــا در اکث ه

 ،زي ـن P15 محصول ژن .)۱۱-۱۳(دهد يرخ م همتومورها با 
که بـه طـور بـالقوه،     باشد ين سرکوبگر تومور ميئک پروتي

مهار  CDK6و  CDK4 ينازهايرا با ک Dن يکليکمپلکس سا
کنتـرل   G1را در نقطه  يب، چرخه سلولين ترتيکرده و به ا

   .)۱۴، ۱۵(دينما يم
  ش ـنق تـسيبا يها، م ان آنـيبا توجه به ب فاكتور، ن دويا    

داشته  ياديبنهاي  ژني سلول يالگو رييکنترل و تغمهمي در 
 تــوان مــيز يــهــا ن آن يکنترلــهــاي  مكانيســم از کــه باشــند

اسـت كـه    يله مهم ـامس ـ ژنتيـك  اپـي  .را نام برد کيژنت ياپ
 يمعرف ـبه عنوان يكي از مسيرهاي كنتـرل بيـان ژن    امروزه
نگ يه در سکوئنسيپا رييان ژن بدون تغير در بييبه تغ و شده

   .)۱۶-۱۸(گردد ياطلاق م
، کيــژنت ياپــ رگــذاريو تاث هــاي مهــم يكــي از مكانيســم    

كه خاموش شـدن   ستها ژن يپروموتور ينواح متيلاسيون
   .)۱۹، ۲۰(دارد يرا در پ هاي مورد نظر ژن
ــ     ــژنت ياپ ــميمکان ک وي ــا س ــآن نظ يه ــير متي ون و يلاس
 ز را دريتمـا  ر وي ـتکثمراحـل   در واقع قادرنـد  ،ونيلاسياست

، ۲۲(کنند يکار دست ژه،يو يها و بافت ها سلولاز  يگروه
۲۱(.   
ان ي ـوضـعيت ب  و متيلاسـيون  يالگـو که  نيبا توجه به ا    

P15  وP16  ر و ي ـکنتـرل تکث در  ثرؤم ـ يبه عنوان فاكتورهـا
جـدا شـده از    +CD34 يادي ـبن يهـا  در سلول ،يز سلوليتما

 ن مطالعـه يتاکنون مشخص نشده است، در ا خون بند ناف،
ذکـر شـده در    يهـا  ان ژني ـب يالگـو  ن امر پرداختـه و يبه ا

مـورد   ،خـون بنـد نـاف    ص شده ازيتخل ياديبن يها سلول
ون يلاس ـيمت يز الگويدر مرحله دوم ن و گرفتقرار  يابيارز
قـرار   و آزمون يبررسمورد  دو فاکتور سرکوبگر تومورن يا

 .گرفت

  
   ها روشمواد و 

   : +CD34 نهاي بنيادي تکثير سلولجداسازي و 
 يهـا  سـه يک ن مرحلـه يدر چنـد در يك مطالعه تجربـي،      

سـازمان انتقـال خـون     و مارستان صارميب  خون بند ناف از
با استفاده  +CD34 يها سلول ،يدر گام بعد. ه شديتهتهران 

و  ميلتن بيوتك شرکت  Indirect CD34 MicroBeadتيک از
و ) MACS(منوکلونـال  يباد يبا آنت يسلول يجداساز روش
  . ص شديتخلت، يکدستورالعمل طبق 
 که از قبل بـه آن  Stem Span طياستفاده از مح سپس با     

 ييبـا غلظـت نهـا    ، SCF و Flt3   ،TPOرشـد  يفاکتورهـا 
ng/mL ۵۰ ک تـا  ي را شده جدا يها سلول، بود اضافه شده
شست و شو با بـافر   ت پس ازيدر نهاو  دادهر يتکث دو روز

PBS ، ميکرد يط جداسازياز مح ها جهت ادامه آزمون.  
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 RT-PCRتوالي آغازگرهاي مورد استفاده در روش : ۱جدول 

 
Oligo name توالي  

P15-FGGGAAAGAAGGGAAGAGTGTCGTT  
P15-RGCATGCCCTTGTTCTCCTCG  
P16-FGGGGGACCAGAGGCAGT  
P16-RGGTTGTGGCGGGGGCAGTT  

  
 MSPمشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در روش : ۲جدول 

 

  سايز  ژن
)bp(  دما  چرخه  

  )گراد درجه سانتي(
نوع 
  آغازگر

  'to 3 '5توالي 
 

P15 
۲۴۹  ۳۸  ۵۰  UFTGT GAT GTG TTT GTA TTT TGT GGT T

URCCA TAC AAT AAC CAA ACA ACC AA 
۲۳۷  ۳۸  ۶۰  MFGCG TTC GTA TTT TGC GGT T 

MRCGT ACA ATA ACC GAA CGA CCG A 

P16 
۱۵۱  ۳۵  ۶۰  UFTTA TTA GAG GGT GGG GTG GAT TGT 

URCAA CCC CAA ACC ACA ACC ATA A 
۱۵۰  ۳۵  ۶۵  MFTTA TTA GAG GGT GGG GCG GAT CGC 

MRGAC CCC GAA CCG CGA CCG TAA 
 

  :هاي تکثير شده ي سلولRNAو  DNA جداسازي
    DNA  وRNAيهـا  تي ـمـورد نظـر بـا ک    يهـا  سلول ي 
 هـاي  دسـتورالعمل بر اساس  اژن،يک RNA و DNAص يتخل
 -۲۰ زريفردر  ها آزمون ادامهجهت  و شده يجداساز ت،يک

  . شد ينگهدارگراد  درجه سانتي
  

  : RT-PCR روشبا  مطالعه موردهاي  بيان ژنسنجش 
اسـتفاده   و با  اژنيت کيبا ک cDNA سنتز ن مرحله،يدر ا    
دستورالعمل بر اساس  يره شده در مراحل قبليذخ RNAاز 
جهـت  شـده  سفارش داده  آغازگرهايشد و با انجام  ت،يک

ــ رهــ يبــرا  PCRان ژن، واکــنش يــب يبررســ طــور ه ژن ب
مناسـب   آنيلينـگ  يدمـا  .)۱جـدول  (گرفتجداگانه انجام 

باشـد و   يگـراد م ـ  يدرجه سانت ۵۷-۶۰، آغازگرهان يا يبرا
 Taq PCR Master mixاز هـم از  ي ـگـر مـواد موردن  يد يبرا
  .اژن استفاده شديک
  

 يجهت سنجش الگو  MSP و انجام واکنش DNA پردازش
  :ونيلاسيمت

 ت يک با ره شده از مراحل قبليذخ DNA اول، مرحله در    
EpiTect ® Bisulfite تحت  تيک دستورالعملو طبق  اژنيک

  MSPاســـتفاده در يو بـــراپـــردازش قـــرار گرفـــت   
(Methylation-Specific PCR) در مرحله بعد، بـا   .آماده شد

هـر ژن   يبرا MSPواکنش ، پردازش شده DNA استفاده از
مناسب آنيلينگ  يدما. )۲جدول (طور جداگانه انجام شده ب

درجـه   ۶۵گـراد تـا    يدرجه سانت ۵۰از  ،آغازگرهان يا يبرا
  .باشد ير ميمتغگراد  سانتي

  

  ها يافته
 يهـا  زان خلـوص سـلول  ي ـم يبـرا  سـيتومتري ج فلوينتا    

 ک جدا شـده از خـون بنـد نـاف بـا اسـتفاده از      يتيهماتوپو
، بـه  BD فلوسـيتومتر و دستگاه  CD34منوکلونال  يباد يآنت

 يرنگ فلورسـنت مـورد اسـتفاده بـرا    . )۱شكل (دست آمد
 کـو ي، ف CD34 ين مرحله برايدر ا يباد ينشاندار کردن آنت

ر يتفس ـ يافـزار مـورد اسـتفاده بـرا     نـرم . باشـد  ين م ـيتريار
ــا داده ــيتومتريفلو يه ــت Cyflogic، س ــو .اس   A-۱ ريتص

 مربـوط بـه   زي ـن B-۱ ريو تصـو  ايزوتيـپ مربوط به کنترل 
 ۸۰زان خلـوص  ي ـم C-۱ ريتصو .باشد يم CD34 يباد يآنت

نشـان   شده از خون بند ناف جدا يها را در سلول يدرصد
  .دهد يم

، يادي ـبن يهـا  سـلول  ژنومشده از  هيته cDNAدر ادامه،     
 ياـه ان ژنيا عدم بيان يب جهت سنجش RT-PCR روشبا 

پـس از   ک بند نـاف، يتيهماتوپو يها در سلول مورد مطالعه
 DNAباند  طول. ندقرار گرفت ونمورد آزمر، يص و تکثيتخل
      يـك در باًيتقر P16و  P15 يراــب PCR ولاتـمحص يراـب
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  .هاي هماتوپويتيك كه از خون بند ناف جدا شده است ، بر روي سلول CD34ميزان بيان ماركر : ۱شكل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ق ين تحقيمورد مطالعه در ا يها ژن يبرا PCRدهنده محصولات واکنش  قابل مشاهده در آن نشان يکه باندها است% ۵/۱ژل آگاروز  :۲ شكل
مربوط  يك و سه يها مربوط به خانه يباندها. )، استفاده نشده استcDNAکه در آن از نمونه  يواکنش( باشد يم يانگر کنترل منفيب  N-C.باشد يم

مربوط به  دو و چهار نيز يها مربوط به خانه يباندها. ان گذاشته شده استيصورت گراده متفاوت ب آنيلينگ يدما دود که در نباش يم P15به ژن 
ن يفاکتور مورد مطالعه در ا هر دو با توجه به شکل،. ان گذاشته شده استيصورت گراده متفاوت ب آنيلينگ يدما دود که در نباش يم P16ژن 
  . شوند يان ميش بينظر، کم و ب مورد ياديبن ياه ق، در سلوليتحق
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مورد  يها له ژنير متيا غيله يمت يها حالت يبرا PCRدهنده محصولات واکنش  قابل مشاهده در آن نشان يکه باندها% ۵/۱ژل آگاروز : ۳شكل 
   .استق ين تحقيمطالعه در ا

  
  . باشد يم bp۱۵۹ و  bp۱۰۴ ب يبه ترت و محدوده

 ثبـت  يبـرا  PCR، محصـولات  قيتحقاز  مرحلهن يدر ا    
 آگـاروز  ه شده از پـودر يته روي ژل ،باند مربوط به هر ژن

 ـمشاهده باند، ز ينظر برا ژل موردسپس . شد يبارگذار ر ي
 Biometra، که توسط دستگاه ۲شكل  .قرار گرفت UVنور 

Gel Doc کننده وجود باند در همه  ثبت شده است، مشخص
 يها مربوطه را در سلول يها ان ژنيژل بوده و ب يها چاهک

  .دهد ينظر نشان م مورد ياديبن
جهت شده  يطراح آغازگرهاي، با شدطور که ذکر  همان    

شـده از   سـنتز  cDNAز ي ـو ن Real Time PCRاسـتفاده در  
هر  يبرا PCR واکنش، ريپس از تکث ياديبن يها سلول ژنوم

مشـاهده بانـد    توجه به مشروحات بالا،با  .دو ژن انجام شد
 نظر موردان ژن يدهنده ب ن مرحله در هر صورت نشانيدر ا

که در همـه   نيا با توجه بهاست و  کيتيهماتوپودر سلول 
محدوده  همان در،  DNAن مرحله، باند يژل در ا يها خانه

که  ديجه رسينت نيبه اتوان  يم ،شود يمقابل انتظار مشاهده 
ان ي ـب يالگـو ق، در ين تحقيمورد مطالعه در ا هر دو فاكتور

  .وجود دارند بند ناف +CD34 ياديبن يها سلول يژن
ــش د     ــر تحقيدر بخـ ــگـ ــلول از DNA ،قيـ ــا سـ  يهـ

پـردازش   و ريص و تکثيک بند ناف، پس از تخليتيهماتوپو
 ونمورد آزم MSP روش با ون،يلاسيمت يالگو يبررس يبرا

ــت  ــرار گرف ــا   .ق ــرتبط ب ــکلات م ــع  MSPاز مش  ، در واق
اسـت و  روش ن يا يبرا تنظيم، قابل توجه مرحله يدشوار

 ـز مدت زمـان ز ين مطالعه نيدر ا  ـجهـت ا  يادي ن منظـور  ي
ج و ينتـا  ،در مـدت حـدود چنـد مـاه    افت کـه  ياختصاص 

محصولات  يبرا DNA اندازه باند. ثبت شد يادير زيتصاو
MSP در  بـاً يتقر باز هم مختلف مورد مطالعه، يها ژن يبرا

  :بودن قرار يق از ايطور دقه ک محدوده و بي
Methylated P16 Gene – 150 bp 
Unmethylated P16 Gene – 151 bp 
Methylated P15 Gene – 148 bp 
Unmethylated P15 Gene – 154 bp 

ر ثبت شـده  ين تصاوياترين و گوياز بهتر يکيبر اساس     
 ر کـرد ين صورت تفس ـيج را به ايتوان نتا يم ،ن مرحلهيدر ا

  : )۳شكل (
با توجه بـه مشـاهده بانـد در هـر دو      P15در مورد ژن     

 ـلـه،  يمت ري ـلـه و غ يمت يهـا آغازگرواکنش مربـوط بـه    ک ي
ن مرحلـه قابـل   ين ژن در ايدر پروموتور ا يون نسبيلاسيمت
در . اسـت  ژن يان نسـب يدهنده ب باشد که نشان يم ييشگويپ

مربـوط بـه    يهـا  فقط در خانـه ،  P16 يعنيگر يمورد ژن د
 ـلـه، بانـد د  ير متيغ آغازگر انگر عـدم  ي ـشـود کـه ب   يده م ـي

ــابرايــون ژن فــوق در ايلاســيمت ان آن يــن بين مرحلــه و بن
) رنگ قرمز( Mکه با حرف  ييها خانه ،۳شكل در  .باشد يم

 اسـت کـه در   ييهـا  مربوط به واکنش ،نشان داده شده است
 لهينظر در حالت مت مربوط به ژن مورد يهاآغازگرها از  آن

 ـ( Uکه با حرف  ييها استفاده شده است و خانه ) رنـگ  يآب
اسـت کـه در    ييهـا  مربوط به واکنش ،نشان داده شده است

 ري ـنظر در حالـت غ  مورد نمربوط به ژ آغازگرهايها از  آن
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 مهدي آزاد و همكاران                                                                          +CD34هاي بنيادي  و سلول P16و  P15الگوي متيلاسيون در دو ژن 

٣٦ 

 

 ـP-Cو  N-C .شـده اسـت  استفاده  لهيمت  انگري ـب بي ـترته ، ب
در . باشـند  يم ـ MSP و کنتـرل مثبـت   يکنترل منف تيوضع

 که از قبـل، بـا   شود ياستفاده م DNAکنترل مثبت، از نمونه 
 ونيلاس ـي، پردازش شده و از مت Sss1 رينظ لازيمت ميآنز کي

،  MSPدر واکـنش   نيبنـابرا . خاطر وجود دارد نانيآن، اطم
قـرار   ديي ـمـورد تا  گر،يد يمثبت شود تا صحت باندها ديبا
پردازش  DNAاز نمونه  ،زين يکنترل منف تيدر وضع. رديبگ

 ـنبا عتـاً يکه طب شدنشده استفاده   MSPدر نيـز   يمحصـول  دي
   .داشته باشد

  
  بحث
ان ي ـر بييتغ، علم ژنتيك اپيطور که شرح داده شد،  همان    

 يها سميمکان .باشد يم يديوتئنوکل يتوالر در ييژن بدون تغ
 همه قادر است متيلاسيون، خصوصه ک، بيژنت ياپ مختلف
-۲۰(قـرار دهـد   ريثارا تحت ت يز سلوليتما رشد ومراحل 

۱۶( .  
 ينيتکو يها سميمکان يبر رو فراوان قاتيتحق يمبنابر     

وابسـته   ييدر سطح بالا ،يسلول يها گروهتمايز به ، مختلف
پيامـدهي داخـل   متنـوع  ان ژن و عناصـر  ي ـب قيکنترل دقبه 

 و سـرکوبگر تومـور   يبـردار  نسـخه  ير فاکتورهاينظ سلول
 ـاز ا دو مـورد است که   ن عناصـر حـد واسـط عبارتنـد از    ي
 بي ـکه بـه ترت ) P15 INK 4b( و) P16 INK 4a(يفاکتورها

P16 و P15  يها نيئاز پروتن دو فاکتور يا .شوند يده مينام 
مهـار   هـا  آن گـر يد يهـا  نقش هستند که ازسرکوبگر تومور 

CDK-4 ، CDK-6  ــلول ــه س ــرل چرخ ــه  يو کنت  G1در نقط
   .)۶-۱۰(باشد يم

که در تمام طول عمـر   نيبا توجه به ا ياديبن يها سلول    
 يهـا  باشـند، از سـلول   يم ينوساز قدرت خود يدارا خود

 يالگـو  يخود، متفاوت بـوده و دارا  يتورهايگر و پروژنيد
قـدرت  . فرد هسـتند ه صورت مجزا و منحصر به ان ژن بيب

هـا   آن يزيت تمـا ي ـبـا ظرف  يادي ـبن يها سلول يخودنوساز
ه ياول يها ان ژن در سلوليب يالگو. استل يهمواره در تعد

 ينـدها يآهاسـت کـه در فر   از ژن يمرتبط بـا گروه ـ  عموماً
ــردار نســخه و مــرگ  يکل ســلوليم ســينظــ، تيعمــوم يب
ها،  ن ژنيدو مورد از ا. ل هستنديشده سلول دخ يزير برنامه

P16 و P15 ـکـه در ا  هستند  هـا   آن ين مطالعـه بـه بررس ـ  ي

ان ژن، ي ـم بيتنظ ـ يها سميدر واقع مکان. شده است  پرداخته
ک يتيهماتوپو يها ق آن در سلوليات دقييان و جزيب يالگو

 ـبند نـاف، هنـوز تـا حـدود ز     مانـده   يناشـناخته بـاق   يادي
  .)۳-۵(است
 ـجزا ونيلاسيمت      ـپد ن،يو گـوان  نيتوزياز س ـ يغن ـ ري  دهي
 ـاکثر اني ـاسـت کـه در ارتبـاط بـا ب     يعيشـا  يکيژنت ياپ  تي

و از  دهـد  يسـرکوبگر تومـور در بـدن رخ م ـ    يها نيئپروت
 ـا يبـرا  ،اني ـب ميتنظ ـ ياصل يرهايمس هـا محسـوب    ژن ني
 ون،يلاسيکه توسط مت يسلول يرهاياز مس يتعداد. گردد يم
 ـ فعـال  ريغ  DNA ري ـتعم: شـوند عبارتنـد از   يکنتـرل م ـ  اي
 P14  ،P15(ي، چرخه سلول)MGMTو  hMLH1(دهيد بيآس
، )CDH1-13(يسـلول  ي، چسبندگ)DAPK(، آپوپتوز)P16و 
 ـچـه هنـوز در ا   اگـر . )۱۲(...و ) GSTP1(يـي زدا تيسم  ني

 ـا ،مانـده اسـت   يباق ياديز يها رابطه، ناگفته همـه   کـه  ني
 ،يمختلــف ســلول فرآينــدهاي ميمــذکور، در تنظــ يهــا ژن

تا چـه حـد بـا     ماتيتنظ نيو ا کنند ينقش م يفايچگونه ا
ها ارتباط دارد، هنـوز مجهـول و ناگفتـه     ژن نيا ونيلاسيمت

 ـبا همـه ا  يول. است  يهـا  روش کـه  ياز زمـان  ر،يتفاس ـ ني
، بــه هشــناخته شــد MSP ريــهــا نظ ژن ونيلاســيمت يبررســ
 ـا رد. پاسخ داده شـده اسـت   زيالات نؤس نياز ا يگروه  ني

 يو بـرا  MSPاز  ونيلاس ـيمت يالگـو  يبررس ـ يمطالعه بـرا 
  .شده است  ژن بهره برده انيب يآن، از بررس جينتا دييتا

 نکتــه اشــاره شــد کــه معمــولاً نيــبــه ا ۱۹۸۶ســال  در    
و  دهد يآن رخ م يروپروموت يژن در نواح کي ونيلاسيمت
 ينـواح ( CpG ريمربوط به جزا قيطور دقه ب ونيلاسيمت نيا

در آن زمــان  .)۲۰(باشــد يمــ) نيو گــوان نيتوزياز ســ يغنــ
قسـمت   ۵' يدر انتها ، عمدتاً CpG يمشخص شد که نواح

 زياگزون ن نيدر اول که گاهاً ردها قرار دا ترجمه ژن رقابليغ
 ـ ونيلاس ـيمت خچه،ياز نظر تار. )۱۹(گزارش شده است  کي

 ـ يژن سرکوبگر تومور، برا و در  ۱۹۸۹بـار در سـال    نياول
در ادامــه در ســال  .)۱۵(مطــرح شــد نوبلاســتومايمــورد رت

 ري ـو غ )نـدا يل پـل يفون ه(  vHLژن  ونيلاسيپرمتي، ه۱۹۹۴
. )۱۸(شـد  رشگـزا  يانسـان  يها يميشدن آن در بدخ فعال

، در  P16فعال شـدن ژن   ري، غ۱۹۹۵در  يعنيسال بعد  کي
نشان داده  ،يپروموتور ينواح ونيلاسيتوسط مت ها يميبدخ

 يپروموتور يدر نواح ونيلاسينقش مت ب،يترت نيشد و به ا
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٣٧ 

 

 

کنتـرل   يرهاياز مس يکيسرکوبگر تومور، به عنوان  يها ژن
 رقـرا  يرنگ شده و مورد توجـه محافـل علم ـ   ژن، پر انيب

که  ييها نشان داده شد در بافت ۲۰۰۱ر سال د. )۱۲(گرفت
 ـ يدر نـواح  ونيلاسيمت يدارا  تي ـهسـتند، فعال  يروپروموت
 يدر راسـتا . بـد يا يم ـ شيافزا زيترانسفراز ن ليمت يها ميآنز
 يهـا  ميشد که کدکننـده آنـز   يمعرف ييها ، ژنها همطالع نيا
و  DNMT1  ،DNMT2  ،DNMT3a(ترانسفراز هسـتند  ليمت

DNMT3b ()۲۰.(   
، در  P15ژن  ونيلاسيانجام شده، مت هاي هادامه مطالع در    
 يعيوس ـ في، در ط P16ژن  ونيلاسيها و مت يلوسم تياکثر

کـه قابـل    يگـر ينکتـه د . )۱۱(ها نشان داده شد يمياز بدخ
 ينـواح  ونيلاسياست که مت نيتوجه و لازم به ذکر است، ا

 ميتنظ ريمس کي، به عنوان  P16و  P15 يها ژن يپروموتور
 اريسـرکوبگر تومـور، بس ـ   يهـا  ژن گرينسبت به د ن،ژ انيب
  . )۲۱(هستند تر جيرا

 ـمورد مطالعه در ا يها ژن     ق از دو جنبـه مـورد   ي ـن تحقي
 يها ان ژنين ابعاد، موضوع بياز ا يکي ؛قرار گرفتند يبررس
موضـوع   .باشـد  يم ـ +CD34 ياديبن يها نظر در سلول مورد

پروموتـور   يون در نواحيلاسيت متيگر روشن شدن وضعيد
ان ژن محسوب يم بيتنظ يها سميکه از مکان هاست ن ژنيهم
 يپروموتـور  يک ژن در نـواح يگر اگر يبه زبان د .شود يم

باشـد،  ) GpG(نين و گوانيتوزياز س يغنجزاير  يخود دارا
بـور  زم يون نـواح يلاسيت متياست که وضع ان معنين بديا
ان ژن ي ـا روشـن شـدن ب  يبه خاموش شدن  يتواند منته يم

 يکه ممکن است در برخ حال آن. )۲۰-۲۲(نظر شود مورد
ون شوند يلاسيدچار مت يها به طور نسب موارد، پروموتور ژن

امـد  يژن مربوطـه، پ  يان نسبيط، بين شرايتحت ا عتاًيکه طب
 ـان ي ـن بيبنابرا. ط فوق خواهد بوديقابل انتظار شرا  ک ژني

)Gene Expression(  سـلول مـد نظـر در مرحلـه      يالگودر
 ـ هم يبا اصول ،يبردار نسخه ون يلاس ـيک و متي ـژنت يچون اپ

   .)۱۶-۲۲(ارتباط تنگاتنگ باشد يتواند دارا يم
ژن  يبـرا  MSPج يطور که ذکر شـد، نتـا   در واقع همان    

P15 ان ژن ي ـب يج بررس ـيو نتـا  يون نسبيلاسيصورت مته ب

 يخـوان  تـوان هـم   يمورد فوق مثبت اسـت کـه م ـ   يز براين
  .کرد يريگ جهيبه دست آمده را نت يها داده
انگر يب MSPج ي، نتانيز  P16 يها ژن يگر براياز طرف د    

ان ژن يــز بيج آنــالين مرحلــه و نتــايــون در ايلاســيعــدم مت
ت يو در نها PCRدهنده وجود محصول قابل انتظار در  نشان

هـا قابـل    داده يخـوان  هم باشد که مجدداً يم يان مثبت ژنيب
  .مشاهده است

   
  گيري     نتيجه

حاضـر   نتايج به دست آمده در مراحل مختلـف مطالعـه      
هـاي   دهد كه متيلاسـيون نـواحي پروموتـوري ژن    نشان مي

، يكي از مسـيرهاي قطعـي و مهـم    )P15-P16(مورد مطالعه
در واقع بيان هـيچ  . كنترل بيان فاكتورهاي مورد نظر هستند
هاي هماتوپويتيـك   كدام از فاكتورهاي مورد بحث در سلول

باشد و گوياي اين نكته است كـه هـر دو ژن، در    منفي نمي
، داراي نقش مشـخص   +CD34هاي بنيادي  متابوليسم سلول

اكتورهاي مـورد نظـر و نيـز الگـوي     در ميزان بيان ف. هستند
متيلاسيون در نـواحي پروموتـوري فاكتورهـاي فـوق نيـز،      

شود اگر چه وجود مغـايرت   خواني قابل قبولي ديده مي هم
تـوان   در اين رابطه نيز دور از انتظار نخواهد بود چرا كه مي

گفت نتايج متيلاسيون در اين تحقيـق بـا اسـتفاده از روش    
MSP هـاي   كه قادر به گزارش تفـاوت  به دست آمده است

كمي متيلاسيون نيست و به مقايسه الگوهاي متيلاسيون بـه  
هـا   ضمناً در تنظيم ميـزان بيـان ژن  . پردازد صورت كيفي مي

كنـد و برآينـد    فقط يك مكانيسـم ويـژه ايفـاي نقـش نمـي     
هاي مختلف است كه سطوح بيـان هـر    گروهي از مكانيسم

  . نمايد ژن را در سلول، تعيين مي
  

  تشكر و قدرداني
 نيكوگفتار و آقـاي دكتـر  مهين وسيله از خانم دكتر  بدين    

آوري خون بنـد نـاف بـه ايـن      عطاردي كه در جمع كامران
  . گروه، ياري و كمك رساندند نهايت تشكر را داريم
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Abstract 
Background and Objectives 
Cell signaling elements such as P15 and P16 play an important role in differentiation of 
primitive cells into various cell types. These factors are involved in controlling gene 
expression by different mechanisms, of which epigenetics especially methylation is 
noteworthy. The main objectives of this study were discovering the expression status of target 
genes in CD34+ cord blood stem cells and determining the methylation changes in the 
respective genes is this same stage. 
 
Materials and Methods 
After collection of cord blood bags and purification and proliferation of stem cells, cellular 
DNA was isolated. In later stages, cDNA and Bisulfite treated DNAs were synthesized from 
RNA and DNA of primary cells, respectively. Polymerase Chain Reaction and Methylation 
Specific PCR were later performed for both genes. 
 
Results 
After MSP, it was found that the P15 has partial methylation and expression in CD34+ stem 
cells, and P16 lacks methylation in this stage and is completely expressed. The results of PCR 
indicated expression of both genes in CD34+ stem cells.  
 
Conclusions 
Gene expression profile of each tissue or cell is in accordance with its functions; the specific 
expression of P15 and P16 can indicate a possible role of these genes in biology of CD34+ 
stem cells in umbilical cord blood. There is always substantial agreement between expression 
of a gene and its epigenetic changes. 
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