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 چکیده:

( از جمله مرکاپتوپورین، عوامل مولکولی دخیل Acute lymphoblastic leukemia, ALLداروهای امروزی درمان لوسمی لنفوبلاستیک حاد )مقدمه: 

در متیلاسیون و در نتیجه  ی یاد شدههاآنزیم به دلیل این که( را DNMTs) متیل ترانسفرازها DNA همچوندر فرآیند ایجاد و پیشرفت این بیماری 
 بررسی شد. DNMT3Aمرکاپتوپورین بر بیان ژن داروی ثر احاضر در مطالعه  دهند.میند هدف قرار اهای مرتبط با تکثیر سلولی دخیلتنظیم بیان ژن

تهران به صورت   مراجعه کننده به بیمارستان مرکز طبی کودکان Bنوع  ALLقبل و بعد روی هشت کودک مبتلا به از نوع مطالعه تحلیلی  :كارروش 

کودک سالم مراجعه کرده به آزمایشگاه مرکزی  84گیری در دسترس در مرحله قبل از دریافت داروی مرکاپتوپورین و دو ماه پس از دریافت دارو و نمونه
رونه( برداری واای پلیمراز با نسخه)واکنش زنجیره RT-PCRبا روش  DNMT3Aگیری بیان ژن ها استخراج و اندازهاز نمونه خون RNAیزد انجام شد. 

 شد.انجام 

 (.P<48/4) نسبت به قبل از دریافت دارو بالاتر بود یطور معنادار دریافت کننده مرکاپتوپورین به ALLدر بیماران مبتلا به  DNMT3Aبیان ژن  ها:يافته

ناشی از  کژنتیفرایندهای اپی از راهاین دارو  دهد. پس احتمالاًداروی مرکاپتوپرین رخ میمصرف در اثر تنظیمی  ژن افزایش بیان این گیری:نتیجه

 .   گذاردمیاثر  های لوسمیکسلول روی DNA افزایش متیلاسیون
 

 مرکاپتوپورین، بیان ژن، اپی ژنز -1لوسمی لنفوئید،  ،3Aمتیل ترانسفراز  DNA كلیدی: گانواژ

 

 مقدمه:
وسمی ل بین،این  درترین سرطان اطفال است و  لوسمی حاد شایع

( acute lymphoblastic leukemia, ALLلنفوبلاستیک حاد )
دهد. اتیولوژی درصد موارد را به خود اختصاص می ۵8 نزدیک به

ها، ست. مانند بسیاری از انواع سرطانبیماری هنوز ناشناخته ااین 
، 8] نیز عوامل ژنتیکی و محیطی هر دو دخیل هستند ALLدر 

2]. 
( در تنظیم DNAها )متیل ترانسفرازهای  DNMT آنزیمی فعالیت

یر گر تکثهای سرکوبسلولی و ژنهای محرک تکثیر بیان ژن

 نجپشود. تاکنون ی از جمله عوامل ژنتیکی محسوب میسلول
های یوکاریوتی در سلول DNMTs هایآنزیم ایزوفرم برای

 ,DNMT1ایزوفرم  سه ها،شناخته شده است که از بین آن

DNMT3A, DNMT3B  بیشتر در متیلاسیونDNA  .دخالت دارند
 -آدنوزیل -Sمتیل ترانسفرازها باعث انتقال گروه متیل از مولکول 

های حلقه سیتوزین در توالی 8( روی کربن SAMمتیونین )
های تکراری بیشتر در نواحی توالیاین ند. شومی CpGتکراری 

ها برای ند و متیلاسیون آنهست ها مستقرتنظیمی و پروموتری ژن
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 Xخاموش کردن آن، غیر فعال کردن کروموزم تنظیم بیان ژن، 
ها لازم است. تاکید شده است های والدی سلولو تنظیم بیان آلل

های سمی متیله را در سلول تکثیر شونده متیله توالی DNMT1که 
کرده و در حفظ الگوی متیلاسیون قبلی و حالت تکثیر شوندگی 

ر د DNMT3Bو  DNMT3Aسلولی دخالت دارد، درحالی که 
های بدون گروه متیل دخالت خودی توالیه ب متیلاسیون خود

قش توانند نو در ایجاد تمایز سلولی و ویژگی بافتی می شتهدا
 .[9] داشته باشند

ها نقش ( در خاموش شدن ژنHDACsهیستون داستیلازها )
 HDACsمتیل ترانسفراز سبب فراخوانی  DNAهای دارند و آنزیم

س به شوند، پهای مرتبط با آن به نواحی پروموتری میو پروتئین
نوعی در بازآرایی ساختار کروماتین نقش دارند. در مقایسه قدرت 

خاموش کردن  درها و داستیلاسیون هیستون DNAمتیلاسیون 
ا هدر بالادست داستیلاسیون هیستون DNAها، متیلاسیون ژن
شود که دارای قدرت عملکردی داده شده است و تصور می قرار

ی که داروهای از این رو،د. هستنون بالاتری نسبت به داستیلاسی
 ،دهنداستیلاسیون را هم کاهش می ،کنندمیمتیلاسیون را مهار 

مطالعات اخیر نشان . [0] نیستدرست  در حالت کلیآن  عکساما 
ها در طی رشد و نمو خود از مارکرهای که سلولاست داده 

برای تنظیم  DNAژنتیک هیستونی و سپس از متیلاسیون اپی
 PRC1 (Protein Regulatorاز کمپلکس و همچنین ها بیان ژن

of Cytokinesis 1کنند که حاوی ( استفاده میDNMTs است .
ها در ابتدای تمایز با مرحله آخر تمایز با هم نوع این آنزیم البته

ه ژنتیک وابستدر ابتدای رشد از مارکرهای اپیدر واقع، فرق دارد. 
مایز اما در مرحله آخر ت ،ستونی بیشتر استفاده شدهبه تکثیر هی

. شودها استفاده می  DNMT برای خاموش کردن دائمی ژن ها از 
در تمایز  DNMT3A, DNMT3B, DNMT3Lفعالیت  ی،از طرف

ی آن و نیز خاموش شدن یکی از هاگیری بافترویان و شکل
ن ایهای والدی نقش دارند. به هرحال الگوی دقیق فعالیت آلل

افزایش و یا کاهش بیان تاکنون مشخص نشده  بعدها از آنزیم
  .[2] است

مرکاپتوپورین و آزاتیوپرین  -1تیوگوانین،  -1 از جملهها تیوپورین
مورد استفاده قرار  B-cell ALLترکیباتی هستند که در درمان 

در پروموتر  DNAتیوگوانین سبب هایپومتیلاسیون  -1گیرند. می
ود سایر داروها از خ بینبهتری در  اثرد که شورها میتومورساپرسو

عمل به طور دقیق شناسایی  ساز و کارنشان داده است. به هر حال 
اما در مطالعات نشان داده شده که این دارو از طریق  ،نشده است
ده خاموش شهای ژنتیکی سبب روشن شدن بیان ژنمداخله اپی

درمان لوسمی میلوبلاستیک  .[8]شود های سرطانی میدر سلول
تثبیت یا به عبارتی  و مرحله القا :شامل دو مرحله (AML)حاد 

 به عنوانالقا مرحله  . هدفاست درمان فاز پس از حصول پاسخ

 این انجام با که است بهبودی کامل به رسیدن درمان، مرحله اولین

 برای مرحله تثبیت شود.می مرحله فروکشی وارد خون سرطان گام

و ایجاد  القا از بعد مانده باقی فعال غیر های لوسمیسلول حذف
 کامل است. بهبود شده تر و کاهش عود طراحیطول عمر طولانی

 سالم، استخوان مغز در ها بلاستدرصد  8 از کمتر وجود معنی به

 خون میکرولیتر هر در پلاکت 844444 و نوتروفیل 8444 از بیش

انواع فرآیندهای  AML درمان(. هدف ترکیبات جدید در 1است )
سلولی مثل سیگنالینگ از طریق تیروزین کینازها یا مسیرهای 

های دور پروتئینو کروماتین، ص DNAژنتیک دیگر، تنظیم اپی
ساز بیان های خونهایی که روی سلولژنای، و آنتیهسته
های بنیادی لوسمی توسط اند و یا به طور خاص روی سلولشده

 .[۵] آنتی بادی هستند هپای درمان بر
ها در اثر تغییر الگوی متیلاسیون سازی ژنسازی و یا فعالخاموش

روز های بکارساز وترین پروموتر به عنوان یکی از مهم CpGجزایر 
چندین سال پیش، سه  د.شوهای هماتولوژیک تلقی میدخیمیب

در مبتلایان  DNMT3Aبه طور مستقل دریافتند که  پژوهشیگروه 
در علوم بالینی . [6]با فراوانیِ زیادی جهش یافته است  ALLبه 

ها نزیمآاین افزایش و یا کاهش بیان با توجه به این که و دارویی 
پیوسته  ،دندر ایجاد لوسمی و یا پیشرفت بیماری نقش دار احتمالاً

 هتغییرات بیومولکولی در طی فرآیندهای بیولوژیکی ب استنیاز 
ناسایی شویژه سرطان و نیز اثر ترکیبات دارویی بر این فرآیندها 

. این امر سبب شناسایی عوامل مولکولی دخیل و ترکیباتی با شود
 ید. داروهاشوکارایی بهتر روی اهداف مولکولی درون سلولی می

تومور  ،ها CDKسبب روشن و یا خاموش ماندن  احتمالاً مذکور
ند وشمسیر سیگنالینگ سلولی می  هایو یا مولکول Rbساپرسور 

بالای لوسمی  با توجه به شیوع. [8] که در پیشروی سرطان موثرند
های شایع در ایران، تحمیل بار مالی زیاد به در بین سرطان

ها، امروزه برای آن ها و جامعه و نبود درمان کاملاً قطعیخانواده
بط مرت نتیکیژهای اهمیت پژوهش در مورد این بیماری و شاخصه

سعی  حاضردر مطالعه  ،بنابر اینبا آن مورد توجه قرار گرفته است. 
به  DNMT3Aشده است به اثرات داروی مرکاپتوپرین بر بیان ژن 

که در ایجاد  DNMT آنزیم های موثریکی از ایزوفرمعنوان ژن 
ALL .تاثیرگذار است پرداخته شود 

 

 روش كار:
 - یک بررسی آزمایشگاهی به شکل 8938در سال  این مطالعه

 مطالعه. جامعه مورد طراحی و اجرا شداز نوع قبل و بعد  تحلیلی
سال مبتلا به لوسمی لنفوبلاستیک  82تا  2 با سن کودک 6شامل 

حاد مراجعه کننده به بیمارستان طبی کودکان تهران بود. گروه 
دختر( مراجعه کننده به  2پسر و  6کنترل شامل ده کودک سالم )

که از لحاظ هر نوع بدخیمی یا ه ایشگاه مرکزی استان یزد بودآزم
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بیماری احتمالی تاثیر گذار بر بیان ژن توسط انکولوژیست، سالم 
به علت تعداد اندک نمونه بیماران مبتلا  .نده بودتشخیص داده شد

در یزد، نمونه گیری  Bبه سرطان لوسمی لنفوبلاستیک حاد از نوع 
در تهران انجام شد، ولی بیماران مراجعه کننده به تهران ارجاعی 
 از شهرهای مختلف و از جمله یزد بودند. با توجه به این که

های ان تعداد زیادی بیمار از شهرستانآزمایشگاه مرکزی یزد میزب
آوری تصمیم بر این شد که جمع ،باشدمختلف جنوب کشور می

 پژوهش بهورود  معیارهای .از این مرکز انجام شودی سالم هانمونه
بر پایه گزارش پاتولوژی و  ALLتشخیص قطعی  شامل:

چ دارو و عدم دریافت هیفلوسایتومتری یا ایمونوهیستوکمیستری 
بر  دفرسالم بودن  نیز . در گروه کنترلبود گیریپیش از خون

است شده های خونی که برای چکاپ درخونتیجه آزمایش اساس
وان به عن نظر پزشک معالج و پزشک آزمایشگاه به انضمامبود 

 برایخروج  . معیارهایمعیار ورود به مطالعه در نظر گرفته شد
. همه کودکان در مرحله بود بعدیگروه مورد مرگ یا عدم مراجعه 

متوترکسات،  هایقبل از دریافت داروی مرکاپتوپرین داروی
رف کردند که مدت زمان مصیافت میوینکریستین، پردنیزولون در

میزان دریافت داروی مرکاپتوپرین برای هر هشت کودک و داروها 
فقدان اثر آن داروهای دیگر بر بیان ژن مورد بررسی برابر بود. 

 .[22] قبلاً نشان داده شده است
پس از اخذ کد کمیته اخلاق دانشگاه با شماره 

Ir.ssu.medicine.rec.1394.200  کتبی از والدین و رضایت
، زمان یتکودکان، اطلاعات بیماران همچون سن، جنس

تشخیص، یافته های بالینی و آزمایشگاهی هنگام نمونه گیری بر 
در این پژوهش کلیه موارد اخلاق در اساس چک لیست ثبت شد. 

بیمار که بر اساس علایم  84نمونه خون از  .پژوهش رعایت شد
ها قطعی  برای آن  B-cell ALLبالینی و آزمایشگاهی، تشخیص

شده بود، در فاز قبل از درمان )پیش از دریافت داروی 
ماه پس از دریافت داروی  دومرکاپتوپرین( گرفته شد. 

ک شد. از ده کودک اولیه یانجام مرکاپتوپرین دوباره نمونه گیری 
کودک به دلیل فوت و کودک دیگر به دلیل عدم مراجعه مجدد 

خون در  mL 8بیمار  هشتخارج شدند. از به تهران از مطالعه 
مرحله پس از درمان با کسب رضایت بر اساس دستورالعمل اخلاق 

 د. شپزشکی بیمارستان تهیه 
های تیمار شده و کنترل با کیت تام از سلول RNAاستخراج 
کمپانی کیاژن )آمریکا( بر طبق پروتکل کیت  RNAاستخراج 

برای انجام مراحل بعدی، نیاز به  RNAانجام شد. بعد از استخراج 
های استخراج شده بود. به منظور  RNAتعیین کمیت و کیفیت 

به وسیلة دستگاه نانودراپ آنالیز  RNAتعیین غلظت، نمونه های 
 294/214و  264/214های جذب نمونه در طول موج شدند.

گیری شد و غلظت نهایی خلوص اندازه نانومتر برای سنجش
RNA  بر حسبng/µL دست آمد. ه ب 

ها استخراج شده، این نمونه RNAهای پس از تایید کیفیت نمونه
میکرولیتر از هر نمونه  9رقیق شدند. سپس  8به  8به نسبت 

RNA ( مخلوط شده و داخل چاهک1×با بافر بارگذاری ) های ژل
درصد ریخته شدند. پس از انجام الکتروفورز، به وسیله  2آگارز 

استخراج شده تعیین  RNAکیفیت  S86و  S26بررسی باندهای 
 (.8)شکل د ش

استخراج شده ممکن است دارای   RNAجا که نمونه های از آن
 DNAبرطرف نمودن آلودگی  برای ،ژنومی باشند DNAآلودگی 

. با توجه به نتایج به شداستفاده  DNase Iژنومی، از تیمار با آنزیم 
داخل یک  RNAمیکروگرم از  8دست آمده از نانودراپ، 

میکرولیتری ریخته و حجم آن توسط آب تیمار  844میکروتیوب 
، RNAمیکرولیتر رسانده شد. سپس به نمونه  21به  DEPCشده با 

میکرولیتر آنزیم  8( و 84)× DNase Iمیکرولیتر بافر آنزیم  9
DNase I  د. سایر مراحل نیز طبق پروتکل کیت انجام شاضافه

، ابتدا از روش mRNAان ژن در سطح د. به منظور مقایسه بیش
 اد بشد. به این منظور سعی شاستفاده  RT-PCRنیمه کمی 

های سلول RNAدر نمونه های  GAPDHمقایسه میزان بیان ژن 
ها همسان نمونه cDNAتیمار شده و کنترل، تا حد امکان غلظت 

 شود.
 توسط کیت سیناکلون cDNA سنتز ،RNAپس از استخراج 

های  RNAاز روی  cDNA. پس از ساخت انجام شد)ایران( 
کاملاً طور استخراج شده، باید با روشی ژن مورد نظر را به 

اختصاصی تکثیر کرد. حجم و غلظت نهایی مواد مورد استفاده در 
برای ژن های مورد مطالعه طبق دستورالعمل کیت  PCRواکنش 

ید بود. به منظور تای PCR ، µL28بود. حجم نهایی واکنش 
و قطعات  RNA، پس از استخراج PCRپرایمرها و محصولات 

)بعنوان ژن کنترل داخلی( که با روش  GAPDHژنی و ژن مرجع 
-RTها ساخته شده بود با روش  آن cDNA رونویسی معکوس

PCR  اینcDNA  ها تکثیر شد و همچنین در این روش کنترل
های مونهژنومی در ن DNAاطمینان از این که  براینیز  RTمنفی 
RNA آلودگی ایجاد نکرده باشد به کار گرفته شد و سپس سنتز ،

cDNA  انجام گرفت و الکتروفورز بر روی ژل آگارز محصولات
انجام شد. بعد از اتمام الکتروفورز، ژل به داخل دستگاه ژل نگار 

از  UVالکتروفورز شده با اشعه  PCRانتقال داده شد. محصول 
. سپس عکس ژل شدمورد نظر بررسی  DNAنظر وجود قطعه 

دفعه انجام هر  سه ازمیانگین نتایج . (2گرفته و ذخیره شد )شکل 
 .به دست آمده است آزمایش

بر روی ژل آگارز دیده  PCR در این تصویر، الکتروفورز محصولات
بعد از اتمام الکتروفورز، ژل به داخل دستگاه ژل نگار  .می شود
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الکتروفورز شده از نظر وجود  PCRانتقال داده شده، محصول 
کل . ششدعکس برداری فرابنفش  پرتومورد نظر با  DNAقطعه 

برای ژن RT-PCR باندهای حاصل از واکنش  راستسمت 
GAPDH  است. وجود باند منفرد از ژن کنترل داخلی موید حفظ

و در نهایت انجام  cDNAو در نتیجه سنتز شدن  RNAدر  تمامیت
ه باند پس از الکتروفورز است. شکل سمت و مشاهد PCRواکنش 

 DNMT3Aبرای ژن  RT-PCR باند های حاصل از واکنش  چپ
ژنومی از  DNAاست. به منظور اطمینان از عدم حضور آلودگی 

 شود.تفاده شده که در تصویر مشاهده میاس RTکنترل منفی
و کنترل داخلی  DNMT3Aاختصاصی ژن های هدف  آغازگرهای
GAPDH  آغازگرها نیز طراحی شد و یکتا بودن محل اتصال این

 (. 8در ژنوم انسان بررسی شد )جدول  BLASTنرم افزار با 
 

 :های تکثیر و ذوبمنحنی
دایمر پرایمر و یا باندهای عدم ایجاد  به منظور حصول اطمینان از

های ذوب منحنیترموسایکلر دستگاه  به وسیله غیر اختصاصی،

و ژن خانه دار  DNMT3Aمنحنی تکثیر ژن هدف  شدند. بررسی
GAPDH  حاصل از real-time PCR منحنی ها  تحلیل شد.نیز

 9است )شکل  انجام شدهها به خوبی تکثیر ژنکه  دادندنشان 
انگین و می ندانجام گرفت سه تاییشکل ه ب آزمایش ها همگی (. 0و

 ها ملاک بود.داده
در  cycleدر محور عمودی و  Rnها بر اساس دلتا این منحنی

و ژن  DNMT3Aبرای ژن هدف  PCRمحور افقی توسط دستگاه 
های چرخهبه منظور استخراج  کهده شرسم  GAPDH خانه دار 

به  GAPDHد. منحنی تکثیر ژن نگیرآستانه مورد بررسی قرار می
به رنگ بنفش دیده  DNMT3Aرنگ نارنجی و منحنی تکثیر ژن 

 شود.می
 و هاژن مرتبط باتایید نهایی محصولات  براینمودارهای ذوب 

ر پرایمر دایمبه عبارت دیگر برای حصول اطمینان از عدم حضور 
ترسیم  رترموسایکلدستگاه  به وسیلهو یا باندهای غیر اختصاصی 

به رنگ  GAPDHدر این نمودار منحنی ذوب ژن . شده است
به رنگ بنفش دیده  DNMT3Aنارنجی و منحنی ذوب ژن 

 شود.می
 

 
 آگارز ژلاستخراج شده روی  RNAنتایج الکتروفورز نمونه های : 8شکل 

 

 
DNMT3A                                      GAPDH                                 

 PCRو محصولات  DNMT3Aو  GAPDHسنتز شده   محصولتأئید  :2شکل 
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 پرایمرها :8جدول 

 

 

 

 DNMT3Aو  GAPDH. منحنی های تکثیر ژن های 9شکل 
 
 

 
 

 DNMT3Aو  GAPDHهای  ژن (dF)های ذوب بعد از مشتق گیری  منحنی :0شکل 

 

 طول محصول '5 →'3توالی آغازگر  NCBI شناسة  نام ژن
 PCR 

تعداد سیکل های 
PCR 

DNMT3A NM_022552.4 F: CTCCATCGTCAACCCTGCTC bp  244 98 
R: TCATCACAGGGTTGGACTCG 

GAPDH NM_001289746.1 F: GAGCCACATCGCTCAGACAC bp  884 
 

98 
R: CATGTAGTTGAGGTCAATGAAGG 

    DNMT 3A 

  GAPDH 

 

    DNMT 3A 

  GAPDH 
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ها:يافته
دختر( مبتلا به  0پسر و  0سال ) 2 – 82کودک  6در این مطالعه 

ALL  مورد بررسی قرار گرفتند. از نظر سنی به جز یک کودک
همگی زیر ده سال بودند. میانگین سنی بیماران در گروه مورد 

 بود. 8/۵ ± 6/9و برای گروه کنترل با  8/8 ± 0/9قبل از درمان 
اختلاف میانگین سنی بین گروه های وجی ز tبا توجه به آزمون 

 (. = 88/4P valueمورد و کنترل معنادار نبود )
ویلک محاسبه شده حاکی از نرمال بودن  -مقدار شاخص شاپیرو 

به منظور  tبود. بنابراین، از آزمون  real-time PCRهای توزیع داده
ها قبل از درمان و پس از درمان بین گروه ΔCTمقایسة مقادیر 

( >48/4Pاستفاده شد. نتایج آزمون نشان داد تفاوت معناداری )
 گروه ها وجود دارد.  ΔCTبین میانگین 

 دریافت کننده ALLمبتلا به  در بیماران دادنشان همچنین نتایج 
 درصد 38با ضریب اطمینان بیان ژن  میزان مرکاپتوپورین،داروی 

 است الاترحالت عدم دریافت دارو بنسبت به معناداری طور  به
(48/4P< ) (.8)شکل 

 استفاده شد.  SPSS-15ها از نرم افزاربرای تجزیه و تحلیل داده

برای مقایسه با گروه کنترل از آزمون تحلیل واریانس یک راهه 
 استفاده شد.

شود مبتلایان قبل از دریافت همانطور که در این نمودار دیده می
اند )میانگین بوده DNMT3Aنی از بیان ژن یپایمقدار دارو دارای 

ین ا( و داروی مرکاپتوپورین منجر به افزایش قابل توجه بیان 2/4
گروه  . همچنین نسبت به افراد(6/4ژن شده است )میانگین 

 کنند.می بیان را ژن از تری پایین میزان سالم کنترل

 
 در کودکان مبتلا به بیماری DNMT3Aنتایج بیان ژن : 8شکل 

 

 بحث:
ت، ها اساز آن جا که سرطان یک بیماری تهدید کننده جان انسان

 هایی برای تشخیص بهروش پژوهشگران همواره به دنبال یافتن
موقع و درمان این بیماری هستند. مطالعه تغییرات رخ داده روی 

و عوامل  تیکژنها به وسیله جهش و یا تغییرات اپیتیک سلولژن
های مولکولی سرطان ها یک بعد مهم در پژوهشاثر گذار روی آن

پسر و  0سال ) 2 – 82 با سن کودک 6حاضر مطالعه است. در 
پیش و پس از درمان با مرکاپتوپورین از  ALLدختر( مبتلا به  0

 84مورد بررسی قرار گرفته و با  DNMT3Aنظر میزان بیان ژن 
به طور معناداری ها نشان داد یافتهکودک سالم مقایسه شدند. 

ان درمداروی مرکاپتوپرین  که با بیمارانیدر  DNMT3Aبیان ژن 
 .استنسبت به پیش از درمان بالاتر شده اند 

DNMT3A های بنیادی نقش مهمی در تکامل، تمایز سلول
های خونی دارد. نقش و بدخیمیسازی هماتوپوئتیک، خون

ویژه در ه های مختلف و بدر سرطان DNMT3Aموتاسیون 
ا هپژوهشی نقش موتاسیوندر های خونی برجسته است. سرطان

 ایهدر غیرفعال سازی و اختلال در عملکرد این آنزیم در بدخیمی

ALL ،  AML و همچنین سطوح پیشرفته تومورهای سرطانی در
بتلایان آشکار شده است و نقش سرکوبگری تعداد بسیاری از م
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دیگر  . در پژوهشی[88] دهندآنزیم نشان می برای این تومور را
، DNMT3Aبا موتاسیون در ژن  ALLبیمار مبتلا به  8۵روی 

ی دارای تیپ وحشبیماران مشخص شد که بقای کلی کمتری از 
 نقش بارز موتاسیون این ژن در توسعه این یافته .اندژن داشته
 . [82] دهدمیرا نشان مذکور بدخیمی 

رات ییتغ ای منعکس کنندهبه طور گسترده DNMTsمهار فعالیت 
تواند ناشی از تأثیر این تغییرات میاست.  DNAدر متیلاسیون 

 دهانجام ش ها باشد. در مطالعهداروهای مختلفی از جمله تیوپورین
ون ها متیلاسید که تیمار با تیوپورینشمشاهده  DNMT3Aروی 

ارزیابی  نتایج. [82]دهد را افزایش می DNMT3Aناحیه ژنی 
 مختلف سرطان پروستات نیز نشان داد که فعالیت  چندین رده

DNMTهای سلولی سرطان پروستات در رده دو تا سه برابر ها
 .  [80] افزایش یافته است

در وقوع و پیشرفت  DNMT3Aعمل و نقش  ساز وکاراگرچه 
ALL ولی بررسی اختلاف ، به طور دقیق مشخص نشده است

میزان بیان آن در مبتلایان و همچنین تاثیر داروهای مختلف بر 
های سرطانی حائز اهمیت است میزان بیان آنزیم و تکثیر سلول

تر این اختلال درمان مناسبکه برای پیش آگهی، تشخیص و 
 جمله داروهای تاثیرگذار بر اسیدهای تواند بسیار مفید باشد. ازمی

ها هستند؛ کلاسی از داروهای استفاده شده نوکلئیک تیوپورین
برای مهار فعالیت نرمال سیستم ایمنی بدن که به عنوان آنتی 

ه دکار بره های خونی بدرمان بدخیمی درهای پورینی متابولیت
 -1 تیوگوانین، -1ها شاملتیوپورین[. 88،80]شوندمی

درمان  عنوان داروهای موثر دربه مرکاپتوپورین و آزاتیوپرین 
ALL برخی از مطالعات این داروها تاثیر  بر اساساند. شناخته شده

تیوگوانین سبب روشن شدن  -1 برای نمونه .ژنتیکی دارنداپی
های سرطانی در سلولژنتیک های خاموش شده اپیبیان ژن

 .[81]دشومی
دارو درمانی در مراحل مختلف این بیماری شامل مرحله القا )یک 

ماه( و در انتها حفظ و نگهداری  1 نزدیک بهماه(، پس از القا )
ماه( است که در مرحله آخر از  94تا  86نزدیک به درمان )

مرکاپتو پورین و متوترکسات با غلظت  -1داروهایی مانند 
یزی مشخص استفاده می شود. آنزیم تیو پورین متیل تجو

مرکاپتو  -1( فرآیند متیلاسیون را بر روی TPMTترانسفراز )
پورین انجام می دهد و از عوامل مهم در فعالیت این آنزیم پلی 

های ژنتیکی آن است که بسته به نوع پلی مورفیسم مورفیسم
ارو نشان دممکن است حساسیت و واکنش متفاوتی نسبت به این 

از عوامل مهم در تعیین تحمل مرکاپتوپورین در . [8۵] دهد
 .  [86]است  NUDT15ارثی  گوناگونی،  ALLبیماران 

ای در مطالعه .است انجام شدهکمتر  ALLها در بررسی این ژن
در مبتلایان  DNMT3Aبررسی بیان ژن با ، 2488در سال 

، 83]مشخص شد بیان ژن  میزان، تغییرات در ALLبزرگسال 
در مورد لوسمی میلوئید حاد پژوهش های بیشتری منتشر . [24

در مراحل اولیه ایجاد  DNMT3Aشده اند. رخداد موتاسیون در 
قش ویژه نه سرطان و شیوع بالای آن در لوسمی میلوئید حاد و ب

آن در کم کردن بقای بیماران مبتلا به لوسمی میلوئید حاد توسط 
  .[28، 83] ده استدیگران نشان داده ش

پروموتور ژن سرکوب گر تومور  CpG رینامتعارف جزا ونیلاسیمت
p15 یلوسمموارد از  یمیدر حداقل ن تومورفعال شدن ریبا غ 
در . [22]ارتباط دارد حاد  یدیلوئیم یحاد و لوسم کتیسلالنفوب

 زیژسترون نپرو رندهیگمطالعه لیو و همکاران نشان داده شد که 
 لهیها و لنفوماها مت CMLحاد،  یهایدر لوسم یابه طور گسترده

ن ژ نیکه ا یدرحالگیرد، چندانی از آن صورت نمیبوده و بیان 
ن ژ ن،ی. بر خلاف ااست لهیمت ریساز نرمال غخون یهادر سلول

Bcl-2 مارانبی مهبدون استثنا در ه CLL  سلولB بوده  لهیپومتیها
این همراه است.  مارانیب نیدر ا Bcl-2 نیپروتئ انیب شیبا افزا و

موجود  CpGکند که هایپرمتیلاسیون جزایر مطالعه پیشنهاد می
ی تواند یک نشانگر زیستمیژسترون پرو رندهیژن گدر پروموتر 

 DNA ونیلاسیکه مت دهدیشواهد فوق نشان ممولکولی باشد. 
 انیو مقدار ب کرده یها بازیدر لوسم یمهم ارینقش بس
DNMTد داشته باش یماریب یشرویدر پ ینقش مهم تواندیها م

[29 ،3]. 
در  2488در سال و همکاران مطالعه انجام شده توسط شانکوویچ

 نشان داد اینی آزاسیتیدین و تیوگوانین هاکارآمدی دارو مورد
که در مطالعه د شویها مسلول DNMTsتغییر بیان داروها باعث 

 .[20] بود متفاوت با یکدیگر DNMTSنیز بیان حاضر 
ی و مقدار کم بوده کنترلدر این مطالعه مقایـسه نمونـه بـا ژن 

از ژن  کنترل  ژن Ctاز طریق کم کـردن  کنترلنسبت به ژن 
بیـان شده که      ΔΔCt–2مورد نظر و سپس به صـورت تـصاعد
  بیانگر مقدار افزایش در بیان ژن است.

 

 :نتیجه گیری

نشان داد که مبتلایان قبل از دریافت دارو حاضر نتایج مطالعه 
اند و داروی بوده DNMT3Aپایینی از بیان ژن  مقادیردارای 

 .ده استژن شاین مرکاپتوپورین منجر به افزایش قابل توجه بیان 
دلیل ه ممکن است ب ALLاثرات درمانی مرکاپتوپورین در بیماران 

ای هژنتیک باشد. آزمونبر بیان این ژن در فرایندهای اپیتاثیر 
دهد که بین میزان بیان ژن و مصرف داروی آماری نشان می

 زانمیجا که  داری وجود دارد. از آنامرکاپتوپورین ارتباط خطی معن
کند و این بر روند تغییر می  ALLبه  بیان این ژن در مبتلایان

پیشرفت و تشدید بیماری اثرگذار است، شاید بتواند به عنوان یک 
نشانگر زیستی یا یک هدف درمانی مهم برای درمان مبتلایان  
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با داروی مرکاپتوپرین و دیگر عوامل تاثیرگذار بر بیان  ALLبه 
یابی ستبرای داین ژن در نظر گرفته شود. شاید این یافته بتواند 

تر این لوسمی مفید به پیش آگهی، تشخیص و درمان مناسب
های این پژوهش یکی از نقاط ضعف مهم نمونهاندک باشد. تعداد 
معمول در کاربرد نتایج آن باید دقت لازم  از این رو،آن است، 

ام انج قبلاًکه  توجه به این ای بااما انجام چنین مطالعه داشت،
وت نقاط قاز  تواند برای شروع کار مناسب باشد.می ،نشده است

در دسترس است. همچنین  شمار این مطالعه وجود مقالات بی
ا بر از داروه دستهاین  است که اینیکی از نقاط قوت این مطالعه 

 د.نهای لنفوییدی اثرات بیشتری داررده
 خاصیت ضد سرطانی ی دارایشود که اثر سایر داروهاپیشنهاد می

 دشوبررسی شود. همچنین توصیه می DNMT3Aهای  روی ژن

های مهار شونده احتمالی که تحت تأثیر این دارو بیان سایر ژن
 در دیگر انواع لوسمی بررسی شود. DNMT3Aاست و نیز بیان ژن 

 

 :تعارض منافع
 .هیچ گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان نشده است

 

 تشکر و قدردانی: 
شناسی مرکز طبی کودکان کارکنان بخش خوناز بدین وسیله 

تهران و والدین کودکان که در انجام پژوهش فوق همکاری 
 شود.و قدردانی میتشکر  اندصمیمانه داشته
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Abstract:  
Introduction: 

Current medications used for acute lymphoblastic leukemia (ALL) such as mercaptopurine target 

molecular factors involved in its onset and progression including DNA methyltransferases (DNMTs) 

because these enzymes are implicated in methylation and therefore expression of genes which are 

related to cell proliferation. This study evaluated the effect of mercaptopurine on the DNMT3A gene 

expression. 

Materials and Methods: 

The study was an analytical study of before and after type, performed on 8 children with B-cell ALL 

referred to children’s medical center of Tehran enrolled by convenience sampling. Their blood samples 

were taken in pre-treatment phase as well as 2 months after treatment with mercaptopurine. Ten healthy 

children referred to Yazd central medical laboratory were also sampled. RNA was extracted from the 

blood samples, and DNMT3A gene expression was measured by reverse transcriptase polymerase chain 

reaction (RT-PCR).  

Results:  

DNMT3A gene expression in patients with B-cell ALL who received mercaptopurine was significantly 

higher compared with pre-treatment time (P<0.05). 

Conclusion: 

Increased expression of this regulatory gene occurred due to drug mercaptopurine. So, the mechanism 

of action of this drug may be through epigenetic processes due to higher methylation of DNA in 

leukemic cells.  

 

Keywords: DNMT3A, Epigenesis, Gene Expression, Leukemia, lymphoid, 6-mercaptopurine 

Pars J Med Sci 2021;19(1):44-53 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=15&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi_oJXpoMDSAhVF2ywKHcamCXYQFghhMA4&url=http%3A%2F%2Fwww.webmd.com%2Fcancer%2Flymphoma%2Fb-cell-acute-lymphoblastic-leukemia-children&usg=AFQjCNE7euO3lTJZr4GvSQUxCC5XK7nTcA&sig2=rJC8yxc7jEyYqlpsB9bUCQ
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=15&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi_oJXpoMDSAhVF2ywKHcamCXYQFghhMA4&url=http%3A%2F%2Fwww.webmd.com%2Fcancer%2Flymphoma%2Fb-cell-acute-lymphoblastic-leukemia-children&usg=AFQjCNE7euO3lTJZr4GvSQUxCC5XK7nTcA&sig2=rJC8yxc7jEyYqlpsB9bUCQ
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwifrZuBgMDSAhXSOSwKHb4aBogQFggcMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.researchgate.net%2Fprofile%2FFatemeh_Pourrajab&usg=AFQjCNG4IFcRpmQ6eNhnG4STxZugu8j3hw&sig2=3E3W3qPU-JWRwes9I6wLdg&bvm=bv.148747831,d.bGg

