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 لومايم پليمالت يسلول به رده نيانتقال ژن آپوپت کيآپوپتوت ريتاث يبررس

)M.Sc()D.Ph()M.Sc()M.Sc(

*)D.Ph( 

 رانيتهران، ا ،يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشك ،يراپزشكينشكده پدا خون، و بانک يشناسگروه خون -1

 رانيتهران، ا ،يدانشگاه آزاد اسلام ،ييواحد علوم دارو ن،ينو يهايدانشكده علوم و فناور ،يوتكنولوژيگروه ب - 2

 رانيتهران، ا ،يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشك ،يراپزشكيدانشكده پ ،يشگاهيگروه علوم آزما - 3

 هند  سور،يدانشگاه م ،يوتكنولوژيگروه ب -4

 ده يچك
 زانيم شيدر جهت افزا يشگرف يهارفتشيپ ک،يهماتولوژ عيشا يميبدخ نيدوم لوما،يم پليمالت يياز زمان شناسا هدف:

 يهااست، کلون کردن ژن شيرو به افزا ديجد يدرمان يکارهاکه استفاده راه ياصورت گرفته است. در دوره مارانيطول عمر ب
وکتور  يمطالعه، اثر ضد سرطان نيمورد توجه قرار گرفته است. در ا يريبه طور چشمگ ميبدخ يهاالقاءکننده آپوپتوز در ژنوم سلول

 .بررسي شد( KMM-1) لومايم پليمشتق شده از مالت يرا در رده سلول نيژن آپوپت کنندهانيب
 کنندهانيب يروسيو ي، وکتور لنتKMM-1 يبه رده سلول نيبه منظور انتقال ژن آپوپت ،يمطالعه تجرب نيدر اها: مواد و روش

داکشن  ترانس ييکارا بيبه ترت quantitative real-time PCRو  يتومتريفلوس کيساخته شد. سپس از با استفاده از تکن نيآپوپتوت
و  MTT به روش KMM-1 يدر رده سلول نيژن آپوپت انيب يادامه، اثر ضدسرطان رقرار گرفت. د يابيمورد ارز نيژن آپوپت انيو ب
 .قرار گرفت يبلو مورد بررس پانيتر

از  شيداکشن ب ترانس ييو با کارا زيآمتيبه صورت موفق نيآپوپت کنندهانينشان داد که وکتور ب يتومتريفلوسا جينتا ها:يافته
 mRNA زانيم شيکه با افزا ن،ياز حد آپوپتوت شيب انيکه ب ميافتيدر نيچناست. هم افتهيانتقال  KMM-1 يهابه درون سلول 90%

 انينشان داد که ب جيگردد. نتا لومايم پليمالت يهادر سلول کيتوتوکسيالقا اثر سا ببس توانديبرابر مشخص شد، م 8به حدود 
 کيمتابول تيطور مشخص فعال، بلکه به طور به(>001/0P) دادکاهش  ياها را به طور قابل ملاحظهسلول يمان-نه تنها زنده نيآپوپتوت

 (.>001/0Pمهار کرد ) زيرا ن
 توانديبوده و م لومايم پليدر مالت ياثر ضد سرطان يدارا نيژن آپوپت کنندهانيمطالعه نشان داد که وکتور ب نيا گيري:نتيجه

 .قابل دسترس باشد ينياز نظر بال کينزد ندهيدر آ
  

 KMM-1 يسلول يرده لوما،يمپليمالت ن،يآپوپتهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه

 GVHD 

*d.bashash@sbmu.ac.ir
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 .بررسي تاثير آپوپتوتيک انتقال ژن آپوپتين به رده سلولي

 

 

 DNA 

KMM-1

 هامواد و روش
. يسلول يهارده

 KMM-1  JCRB Cell Bank 

 RPMI-1640 

 HEK293T  

DMEMU/ml g/ml 

μ 

ژن  کنندهانيب يروسيويوکتور لنت ونيتراسيو ت ساخت
 . نيآپوپت

pCDH pMD2G

 psPAX2 

 (LV-GFP-

Apoptin) pCDNA3.1-GFP-Apoptin 

 Cloning PCR 

 pCDNA 

 ECORI  BamHI 

PCR

 pCDH 

pCDHpsAX2  PMD2G 

PolyFect-Transfection-Reagent QIAGEN

 HEK293T 

 p24 

(Abcam) 

 p24

 MOI 

. بلو پانيبه روش تر يشمارش سلول يبررس

 LV-GFP-Apoptin 

  MTT به روش يسلول کيمتابول تيفعال يريگاندازه

 50IC  MTT 

 LV-GFP-Apoptin 

2CO 

MTT mg/ml
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 g  

  DMSO 

 plate ELISA reader

.  Real Time PCR و cDNA ، سنتزRNA  استخراج
KMM-1

RNAhigh pure RNA 

isolation kit RochecDNA

cDNARevertaid 

first strand cDNA synthesis kit Thermo Fisher

cDNA

Real-Time PCR

light-cyclerRoche

(Takara) Syber 

premix Ex Taq cDNA

GAPDH

DNA  

50bp (biotechrabbit)

RNAmctΔΔ-2 

 Quantitativeآزمون  در رفته كار به توالي پرایمرهای .1جدول

Real Time RT-PCR. 
Gene Forward primer (5′-3′) Reverse primer (5′-3′) 

Size 

(bp) 

Apoptin ACTCTATCGCTGTGTGGC TCGCTTACCCTGTACTCG 366 
GAPDH CGCTGGCATCTCCCTCAA TCAGCAACACGATGGCTGTAG 114 

. داکشن ترانس ييکارا زانيم کيتومتريفلوسا يبررس

 KMM-1 

 GFP 

 GFP 

 (GFP+) 

 FL1 

 

KMM-1 

 .آماري ليو تحل هيتجز
Mean ± SD

t test

SPSS17GraphPad Prism7

P≤

 نتايج
. pCDH ديبه داخل پلاسم نيانتقال ژن آپوپت دييتا

pCDH

A1

pCDHPCR

PCR

pCDH

pCDHB1
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 .بررسي تاثير آپوپتوتيک انتقال ژن آپوپتين به رده سلولي

 

 

 PCR( محصول Bبعد از انجام هضم آنزیمی.  pCDH( باند پلاسمید A. 1شکل 

 .pCDHشده در پلاسمید ژن آپوپتین کلون

 
 نيآپوپت يحاو يروسيويلنت يدهايپلاسم انيانتقال و ب دييتا

. HEK293T يهادر سلول
PolyFect transfection 

reagentHEK293T

GFP

GFP

HEK293T

HEK293TGFP

. HEK293Tهای مثبت بعد از انتقال پلاسمید به سلول GPFهای . سلول2شکل 

 HEK293Tساعت پس از ورود پلاسمید به سلول  48همان طور که مشخص است 

 باشیم.ها میدر سلول GFPشاهد بیان بالای 

 يحاو يروسيويلنتوکتور  انيترانسداکشن و ب زانيم جينتا
. KMM-1 يهابه داخل سلول نيژن آپوپت

HEK293T

KMM-1

MOI

KMM-1

GFP

KMM-1

A3

GFP

B3GFP

KMM-1 

. نيژن آپوپت انيب يبالا زانيم

KMM-1

RNAmRNA

Real time RT-PCR

KMM-1

LV-GFP-Apoptin

P≤

P<

در  نيژن آپوپت انيب ويفراتيپروليو آنت کيتوتوکسيسا ريتاث
. KMM-1 يهاسلول

KMM-1

MTT

A5

B5
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است که  GFPدهنده میزان بالای بیان نتایج حاص از میکروپ فلورسنت نشان KMM-1 .(Aهای ویروسی به داخل سلولمیزان ورود وکتور لنتی و کیفی یبررسی کمّ. 3شکل 

آنالیز فلوسایتومتری نیز تاییدکننده نتیجه میکروسکوپیک بوده و بیانگر  B)ویروسی ساخته شده است. با وکتور لنتی KMM-1 های سرطانحاکی از میزان آلودگی بالای سلول

 ویروسی است. با وکتورلنتی KMM-1های میزان بالای آلودگی سلول
 

 
ننده ژن کویروسی بیان. تغییرات بیان ژن آپوپتین بعد از ورود وکتور لنتی4شکل 

های ها در ساعتآپوپتین. جهت بررسی بیان ژن آپوپتین بعد از ورود وکتور به سلول

دهنده افزایش بیان ژن انجام شد که نشان Real Time PCRتست  72و  48

میانگین به عنوان ژن کنترل استفاده شده است.  GAPDHباشد. از ژن آپوپتین می

 .(mean ± SD)شد  کاری مختلف  محاسبهو انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران 

P value  نشانگر معنادار بودن نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه  0.05کمتر از

 (.P < 0.001 ، بیانگر*** ،P ≤ 0.01) **، بیانگر  کنترل بود
 

 

 KMM-1 .(Aی هاژن آپوپتین بر فعالیت متابولیک سلول بیان. بررسی 5شکل

ویروسی حاوی آپوپتین های آلوده با وکتور لنتیزنده در سلولهای تعداد سلول

 96و  72های نسبت به گروه کنترل و وکتور ویروسی بدون آپوپتین در ساعت

سبب  KMM-1افزایش بیان آپوپتین در سلول  B)دهد. کمترین میزان را نشان می

ین و میانگگشته است.  96و  72های کاهش فعالیت متابولیک سلولی در ساعت

 .(mean ± SD)شد  انحراف معیار نتایج حاصل از سه ران کاری مختلف  محاسبه

P value  نشانگر معنادار بودن نتایج از نظر آماری در مقایسه با نمونه  0.05کمتر از

 (.P < 0.001 بیانگر، *** ،P ≤ 0.01) **، بیانگر  کنترل بود
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 گيريبحث و نتيجه

GVHD

KMM-1

KMM-1LV-GFP-

Apoptin

  

MTT

KMM-

1

Jie Jiang

GFP

PI3K/Akt

Akt

PI3K/AktAktAkt

Zhou 

Danyang

PI3Kp-Akt

 

KMM-1

PI3K/AktAkt

KMM-1
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Introduction: Following the first description of multiple myeloma (MM), as the second most prevalent 

hematologic malignancy, multiple promising advances have paved the way to increase the long-lasting complete 

remission for patients. In the era of the novel therapeutic approaches, the cloning of the apoptosis-inducing genes into 

the genome of malignant cells has attracted tremendous attention. In this study, we aimed to evaluate the anti-cancer 

effect of apoptin-expressing vector on multiple myeloma-derived KMM-1 cell line. 

Materials and Methods: In this experimental study, we constructed the lenti-viral vector expressing apoptin for 

transferring this gene into KMM-1 cells. Transduction efficiency and apoptin gene expression were further confirmed 

by flow cytometric and quantitative real-time PCR analysis, respectively. Afterwards, the anti-survival effect of over-

expressed apoptin on KMM-1 cells was also evaluated by applying MTT, and trypan blue assays. 

Results: The results of flow cytometric analysis demonstrated that the apoptin-expressing vector was successfully 

transduced into KMM-1 cells, with the transduction efficiency of more than 90%.  In addition, we found that the over-

expression of apoptin, as revealed by 8-fold increase in its mRNA level, exerted a remarkable cytotoxic effect in MM 

cells. The resulting data declared that apoptin expression not only significantly reduced cell viability (P < 0,001) but 

also potently halted KMM-1 metabolic activity (P < 0.001).  

Conclusion: This study highlighted the promising anti-cancer effect of lenti-viral vector expressing apoptin in 

multiple myeloma that may be clinically accessible in the near future. 

 

Keywords: Apoptin, KMM-1 cell line, Multiple myeloma 
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