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  چكيده

 از هدف.  استabl و bcrهاي  الحاق ژنو جايي كروموزومي  جابهحاصل يك ) CML(لوسمي ميلوئيدي مزمن 
 در بيماران مبتلا bcr-ablهاي الحاقي  اندازي يك روش ساده و ارزان براي تشخيص كمي رونويس اين پژوهش راه

استفاده شده  رقابتي RT-PCR تكنيكاز  bcr-ablهاي  رونويسكمي  در اين مطالعه براي تعيين .بود CMLبه 
 يكسان با قطعه يهدف اما با انتهاDNA   كنترل داخلي از منشا غيرانساني با اندازه كمتر ازDNAقطعه . است

. ها از نظر كمي تعيين گرديد هاي آن سازي، تعداد نسخه خالص ر وپس از تكثي. هدف اصلي، طراحي و سنتز گرديد
هاي معين همراه با تعداد   هدف با تعداد نسخهDNA رقابتي ابتدا روي PCR واكنش سازي شرايط منظور بهينه به

ز ها روي ژل اگارو و محصول واكنش تمامي غلظت طور مجزا انجام شد ههاي معيني از كنترل داخلي هر يك ب نسخه
 دادنشان هاي داخلي  هاي مختلف معين كنترل  هدف همراه با نسخهRNAواكنش همزمان نتايج  .الكتروفورز گرديد

واسطه مقايسه شدت رنگ  ههدف در نمونه ب RNAهاي  توان به تعداد نسخه از طريق ايجاد رقابت ميان آن دو ميكه 
رقابتي يك روش RT-PCR دهدكه تكنيك  ن مياين مطالعه نشا . روي ژل پي بردDNAمنتشر شده از نوارهاي 

 Real-timeها همچون  روش در مقايسه با ساير bcr-ablهاي   براي تشخيص كمي رونويسنسبتا كارآمد و ارزان
  .است

  
   bcr-ablهاي   رونويسكنترل داخلي،، competitive RT-PCR :هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
يك بدخيمي  ) CML( لوسمي ميلوئيد مزمن

هاي بنيادي هماتوپيتيك  نال سلولكلو
)(Hematopoietic stem cells است، كه منجر 

هاي سلولي ميلوئيد، اريتروئيد و  به افزايش رده
مگاكاريوسيت در خون محيطي و هيپرپلازي ميلوئيد 

 با يك ناهنجاري CML .شود در مغز استخوان مي
همراه ) Ph(سيتوژنتيكي به نام كروموزوم فيلادلفيا 

شده در   كوتاه22اين كروموزوم يك كروموزوم  .است

 است t(9;22)(q34;q11) جايي متقابل هنتيجه جاب
 c-abl پروتوانكوژن '3كه سبب الحاق ناحيه 

)9q34 ( ژن '5با ناحيه bcr روي كروموزوم 
22q11هاي الحاقي  پروتئين. شود  ميBCR-ABL 

 BCRمتنوعي بر اساس نقطه شكستگي درون ژن 
تاكنون سه ناحيه شكستگي عمده . شود ايجاد مي

-Major (M-BCR)شامل  BCRدرون ژن 
BCR،  (m-BCR) minor-BCR  و micro-
BCR µ-BCR) ( شناسايي شده است) 1،2(.  
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  داراي ناحيهCMLدرصد از بيماران  95بيش از 
در اين ناحيه دو .  هستندM-BCRشكستگي در 

) e13 (13يكي پس از اگزون : دهد شكستگي رخ مي
و ديگري ) e13a2) b2a2 منجر به ايجاد الحاق كه

 e14a2كه منجر به الحاق ) e14(14پس از اگزون 
)b3a2 ( هر دو اين . شود ميmRNA هاي الحاقي

 )p210BCR-ABL( كيلودالتوني 210به يك پروتئين 
اين نوع پروتئين الحاقي در  .)3،4 (شوند ترجمه مي

لاستيك درصد از بيماران مبتلا به لوسمي لنفوب 30
موارد نادر شكستگي . شود نيز يافت مي) (ALLحاد 

 m-BCR  شامل ناحيه شكستگيCMLدر بيماران 
-mدر مورد ناحيه شكستگي .  استµ-BCRو

BCR منجر به ايجاد 1، شكستگي پس از اگزون 
الحاقي به  mRNA كه اين شود مي e1a2الحاق 

) p190BCR-ABL(كيلودالتوني  190يك پروتئين 
 كيلودالتوني در 190اين پروتئين . شود ترجمه مي

 درصد از بيماران مبتلا به لوسمي 70  تا50
 .شود يافت مينيز ) ALL(لنفوبلاستيك حاد 
نتيجه شكستگي  در) µ-BCR( شكستگي نادر ديگر

 منجر به ايجاد يك الحاق (e19)  19در اگزون
e19a2گردد كه اين   ميmRNA الحاقي به يك 

اين نوع  .گردد وني ترجمه مي كيلودالت230پروتئين 
شكستگي بيشتر در لوسمي نوتروفيليك مزمن 

)CNL ( مقر شكستگي در ،در مقابل .دهد رخ مي 
 2 نسبتا ثابت بوده و معمولا پيش از اگزون ablژن 

)(a2فعاليت ها در اين الحاق.  قرار دارد ،
يابد و با   افزايش ميbcrكينازي ژن  تيروزين

به  هاي سيتوپلاسمي منجر فسفوريلاسيون پروتئين
تكثير سلولي، كاهش وابستگي به فاكتور رشد، مهار 
آپوپتوزيس و تغيير چسبندگي و اثرات ديگر، 

هاي سيتوژنتيكي و  در حال حاضر از روش. شود مي
 در بيماران، چه در t(9;22)مولكولي براي شناسايي 

نقطه شروع و چه در دوره درمان يا عود بيماري، 
آناليز  در روش سيتوژنتيكي، .شود استفاده مي
دليل اختصاصيت زياد و  ها به موزومونوارگذاري كر

توانايي تشخيص نقايص كروموزومي اضافي در بررسي 
وضعيت پيشرفت بيماري از اهميت زيادي برخوردار 

هاي  با اين وجود، آناليز سيتوژنتيكي به سلول. است

اي ه درصد بلاست 10 مغز استخوان زنده با بيش از
در اين روش، تعداد . خون محيطي نياز دارد

هاي قابل بررسي حساسيت كاريوتيپينگ را  سلول
نمايد و عواملي همانند فيبروزيس كه در  تعيين مي

تهيه مغز استخوان از طريق آسپريشن اختلال ايجاد 
ها و كاهش  نمايند، سبب كاهش تعداد سلول مي

 5هرحال در ه ب. شوند حساسيت اين تكنيك مي
 از طريق t (9;22) وقوع CMLدرصد از موارد 

مشاهده نبوده و منجر به  آناليز سيتوژنتيكي قابل
  .)3،4،5،6 (شود تفسير كاريوتيپينگ منفي كاذب مي
هاي سرطاني به  با توجه به مقاومت سلول
درماني و همچنين  داروهاي مورد استفاده در شيمي

 بررسي عود بيماري پس از پيوند مغز استخوان،
پس از درمان  ) MRD( مانده حداقل بيماري باقي

  .اهميت است دارويي و يا پيوند، بسيار حائز
توان با استفاده از سه روش  پاسخ به درمان را مي

گيري  ي، سيتوژنيتكي و مولكولي، اندازههماتولوژيك
هاي   هماتولوژيكي، با شمارش گلبولبهبود. نمود

ال و پاسخ خوني و برگشت اندازه طحال به حد نرم
 Ph+هاي  وسيله درصد سلول سيتوژنتيكي، به

شناسايي بهبود بيماري از . شود مانده تعيين مي باقي
  .باشد هاي مولكولي نيز قابل اجراء مي طريق روش
 كه براي تعيين كمي هاي مولكولي روشيكي از 

مورد ها در دوره درمان يا عود بيماري  رونويس
 competitive RT-PCRگيرد،  قرار مياستفاده 

 DNA در اين روش علاوه بر حضور). 7،8،9( است
كنترل داخلي، . هدف، كنترل داخلي نيز وجود دارد

 غير هدف است كه از طريق DNAيك توالي 
) Composite primer( تكنيك تركيب پرايمر

 هدف در دو طرف DNAتوالي پرايمري مشترك با 
اهم گيرد و اين امكان را فر كنترل داخلي قرار مي

 تحت شرايط DNA نمايد كه هر دو قطعه مي
در اين . يكسان در يك مخلوط واكنش تكثير يابند

روش، همواره رقابتي بين قطعه هدف و كنترل 
هاي اين  كه تعداد نسخه شود و زماني داخلي ايجاد مي

 تقريبا تكثير يكساني هم ،دو قطعه برابر باشند
وش ر حقيقت اساس راين ويژگي د. خواهند داشت

 در competitive RT-PCRكمي مهني
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كنترل داخلي پس از  .هاست گيري تعداد نسخه اندازه
تومتر وواسطه اسپكتروف سازي از ژل به تكثير و خالص

و در يك واكنش شود  هاي آن تعيين مي تعداد نسخه
هاي مشخصي از كنترل داخلي با  رقابتي تعداد نسخه

ر نمونه هدف مجهول تحت شرايط يكسان تكثي
  ). 10( شوند مي

  
  ها مواد و روش

  هاي لوسمي ميلوئيدي مزمن سلول
هاي لوسمي ميلوئيدي مزمن، از كشت رده  سلول

سلول حاوي كروموزوم فيلادلفيا با  (K562سلولي 
 در حدود ) M-BCRنقطه شكستگي 

cells/ml105 از بخش بانك سلولي انستيتو پاستور 
  .دست آمد ايران به

  
   RNAاستخراج 
RNAميكروليتر سوسپانسيون 50امل از  ك 

 RNAوسيله محلول استخراج  سلولي تغليظ شده به
RNX شركت سيناژن ايران از خون كامل طبق 
  .العمل شركت سازنده استخراج گرديد دستور
  

 بوسيله CMLهاي الحاقي  تكثير رونويس
RT-PCR  
 Martinelli.G  طبق روشRT-PCRواكنش 

صورت دو  ات بهبا برخي اصلاح) 9(و همكارانش 
) RNA) µg/µl1.0 ميكروليتر 5اي روي  مرحله

واكنش مرحله اول در حجم . استخراجي انجام شد
 RNA µg1، 90 mmol/L   ميكروليتر حاوي20

KCl، mmol/L Tris HCl 100 (pH8.3) 
،1.5 mmol/L MgCI, ، 200 mmol/L از 

dNTP، U12RNasin  ،pmol10 پرايمر pc1، 
DMSO 10  ،يونيت 100درصدM-Mulv 

Reverse Transcriptase  در دماي ºC 42به  
 با استفاده PCRواكنش . مدت يك ساعت انجام شد 

 ميكروليتر 25 در حجم pc2 و pc1از پرايمرهاي 
 ميكروليتر محصول واكنش رونويسي 2شامل 
 mmol/L KCl,،  mmol/L Tris 90معكوس،

HCl (pH8.3) 100 ،1.5 mmol/L MgCI, ، 

200 mmol/L ، 10 از هر يك از نوكلئوتيدها 
pmolپرايمرهاي  از pc1 و pc2 ،5.1يونيتTaq 

DNA polymerase  در برنامه ºC953مدت   به 
 ثانيه، 30مدت   بهºC95   دور40دقيقه سپس 

ºC61ثانيه،30مدت   به  ºC72ثانيه و 30مدت   به 
در پايان .  دقيقه اجرا شد5مدت   بهºC72در پايان 
درصد  2ت بازي روي ژل آگاروز  جف416محصول 

   .الكتروفورز شد
به منظور تعيين استانداردي براي ارزيابي كمي، 

 جفت بازي از منشا 244طول   بهDNAيك قطعه 
هاي  تهيه و توالي) Cويروس هپاتيت (غيرانساني 

از طريق تكنيك PCR واسطه  انتهايي قطعه هدف به
تصوير (تركيب پرايمر در دو طرف آن قرار داده شد 

1.(  

  
  . نمايي از فرآيند تهيه كنترل داخلي-1تصوير 

  
  ساخت قطعه كنترل داخلي
 طراحي گرديد اي گونه پرايمرهاي مورد استفاده به

 DNA آنها با دو طرف قطعه 3كه توالي سمت 
هاي دو   آن توالي5كنترل مكمل بوده و در سمت 

پس از تكثير .  هدف قرار داشتDNAطرف قطعه 
 جفت باز تهيه 286طول   كنترل بهDNAيك قطعه 

  .گرديد
  
هاي قطعه  سازي و تعيين تعداد نسخه خالص

  كنترل داخلي
پس از تكثير قطعه كنترل از طريق واكنش 

PCR محصول روي ژل آگاروز، الكتروفورز و نوار ،
DNAمرحله استخراج .  موردنظر، از ژل جدا گرديد 
DNA وسيله كيت كياژن  از ژل به)KIA 

190()IRAN (سپس غلظت. انجام گرفتDNA  
 نانومتر 260از طريق ميزان جذب در طول موج 
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:تعيين شد) هاي زير با استفاده از فرمول(نسخه آن انجام گرفت و غلظت آن به مولاريته تبديل و تعداد 

هر مول از هر مولكولي معادل عدد آواگادرو است 
  . است02/6 × 1023كه تقريبا معادل 

  
  

  .ها  پرايمرها و توالي نوكلئوتيدي آن-1جدول 
  

  تايجن
هاي  بررسي اختصاصيت تشخيص رونويس

  RT-PCRالحاقي از طريق 
با استفاده از RT-PCR  محصول تكثير

 استخراج شده RNA روي pc2 و pc1پرايمرهاي 
  ). 2 تصوير( دست آمد  بهK562هاي  از سلول

  
 با طول  RT-PCRمحصول واكنش: 1  رديف-2ر تصوي

سايز ماركر : 3 رديفكنترل منفي، : 2 رديف جفت باز، 420
  ).Fermentas( جفت بازي 100

  
 pc2 جفت بازي با استفاده از پرايمر 416قطعه 

.  دانمارك تعيين توالي شدTAGتوسط شركت 
افزار  وسيله نرم اختصاصيت توالي تكثير شده به

DNAManلي كامل  با تواRNA b3a2 مقايسه و 
   ).3تصوير( صحت آن تاييدگرديد

  
 Competitiveبررسي تعيين كمي از طريق 

RT-PCR  
منظور بررسي حساسيت و  در اين مطالعه به

 در تعيين تعداد Competitive RT-PCRكارآيي 
دليل ناپايداري و همچنين   هدف بهRNAنسخه، 

ل و  تبديDNAهاي آن به  عدم تعيين كمي نسخه
 از آن با 3× 105پس از تعيين كمي، تعداد نسخه 

 تا 1× 102هاي معيني از رقابتگرها از  تعداد نسخه
.  در تعدادي از واكنش رقابتي تكثير گرديد1× 107

ها روي ژل آگاروز،  پس از الكتروفورز محصول واكنش
 هدف DNAشدت رنگ توليدي نوار رقابتگر با نوار 

نتيجه .  بررسي گرديدUVtecافزار  وسيله نرم  به

  نام پرايمر  توالي پرايمر

5′-TTTGGTTTGGGCTTCACACCATTCC-3  pc1  
5'-GTTTCAGAAGCTTCTCCCTG-3'  Pc2  

′3-GCAAGCACCCTATCAGGCAGTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATTCC-′5 
                                                    Pc1توالي پرايمري )                              RPH(توالي مكمل با قطعه كنترل        

IntR-
Primer  

  
′3-GAAAGCGTCTAGCCATGGCGTCTTCTCCCTGGTTTCAGAAG-′5 

      Pc2توالي پرايمري )                             FPH(توالي مكمل با قطعه كنترل         
IntF-

Primer 
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  .است نمايش داده شده 1 و نمودار 4واكنش در تصوير 
  

  

  
، رديف bcr-ablرديف اول از بالا توالي رونويس. bcr-abl رونويس mRNA با توالي كامل RT-PCRمقايسه توالي محصول  -3 تصوير

  .دهد ها را نشان مي دي يكسان بين آنو رديف سوم از بالا نوكلئوتيRT-PCR  شده محصول دوم از بالا توالي سكانس
  

  
 3 ×105ها يكسان و مامي واكنشتتعداد نسخه قطعه هدف در . بين قطعه هدف و كنترل روي ژل آگاروز  نتيجه واكنش رقابتي ما-4تصوير 

  . ذكر شده است1 در جدول 6 تا رديف 1تعداد نسخه قطعه كنترل از رديف . بود

Archive of SID

www.SID.ir

www.sid.ir
www.sid.ir


 
  1387تابستان / 2شماره / 3 جلد -» دانش زيستي ايران«ي  پژوهش–فصلنامه علمي 

  

 60

  
نمودار بالا مربوط به قطعه هدف و نمودار پايين مربوط به قطعه كنترل  .UVtecافزار  هر نوار بوسيله نرم بررسي شدت رنگ -1 نمودار

  .است
  

افزار  دست آمده از طريق نرم شدت رنگ به
UVtec برابر  5/1 براي نوار قطعه هدف 4 در رديف

برابر  با توجه به سه. نوار كنترل داخلي بوده است
ت به كنترل، گوناگوني بودن غلظت قطعه هدف نسب

شدت رنگ . درصد است 2/1مشاهده شده حدود 
دست آمده  ها نيز به براي اين دو قطعه در ساير رديف

در اين روش .  نمايش داده شده است2كه در جدول 
توان براي هر واكنش با  هاي مجهول مي براي نمونه

رسم نمودار خطي از شدت رنگ قطعه كنترل و قرار 
طعه هدف روي اين خط غلظت دادن شدت رنگ ق

. ها در نمونه را تعيين نمود رونويس

  
  . هدف و كنترل داخليDNA مقايسه تعداد نسخه و ميزان رنگ توليدي نوار -2جدول 

تعداد نسخه قطعه   رديف
  هدف

تعداد نسخه 
قطعه كنترل 

  داخلي

نسبت مشاهده شده 
رنگ نوارقطعه هدف به 

  نواركنترل

نسبت قطعه 
  هدف به كنترل

ميزان 
گوناگوني تكثير 

(%)  
1  
2  
3  
4  
5  
6  

105× 3  
105× 3  
105× 3  
105× 3  
105× 3  
105× 3  

108× 1  
107× 1  
106× 1  
105× 1  
104× 1  
103× 1  

688/8  
487/46  
388/228  
100/250  

2/313  
2/673  

003/0  
03/0  
3/0  
3  

30  
300  

  

8/3  
1/3  
4/2  
2/1  
2/5  
1/1  

  
  بحث

يي جا  در اثر جابهABL و BCRهاي  الحاق ژن
DNAها و در نهايت   منجر به ايجاد رونويس

شود كه تكثير سلولي را القا  پروتئين جديد مي

ها در  هاي اين رونويس ارزيابي تعداد نسخه. كند مي
تعيين شدت بيماري، بررسي پاسخ به درمان دارويي 
. و برگشت بيماري، از اهميت زيادي برخوردار است

لحاقي بر پايه هاي ا در اين مطالعه، تشخيص رونويس
RT-PCR طبق روش Martinelli.G و 
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در اين مطالعه ما تنها از  ).9( همكارانش اجرا گرديد
 استفاده نموديم كه قادر به تكثير يپرايمرهاي

اختصاصيت اين .  بوده استbcrشكستگي اصلي ژن 
 4درصد و حساسيت آن  100روش تشخصيصي 

 رونويس الحاقي در 300سلول لوسميك يا حدودا 
در اين مطالعه يك روش ). 11( نمونه تعيين گرديد

PCRهاي اين ژن   رقابتي نيز براي ارزيابي رونويس
دليل ناپايداري  در اين طراحي به. ارائه نموديم

 در RTجاي مرحله  يند رقابت بهآ فرRNAمولكول 
طور  گيرد و رقابتگر به  انجام ميPCRمرحله واكنش 

 طريق است كه يا ازDNA كلي يك مولكول 
پس  مرازي تكثير شده و سازي و يا واكنش پلي كلون

هاي آن تعيين  سازي از روي ژل تعداد نسخه از خالص
 RTبنابراين، عدم كارآيي واكنش . گرديده است

 ها تاثير تواند بر ارزيابي صحيح تعداد نسخه مي
هاي  البته اين ضعف در تمامي سيستم. بگذارد
 نيز Real-time PCRگيري كمي از جمله  اندازه

هاي اين روش، ارزش عددي  يكي از مزيت. وجود دارد
ه  تعيين شدbcr-ablهاي  بالاتر تعداد نسخه

 Real-timeروش  وسيله روش رقابتي نسبت به به
PCRوسيله  ها به كه تعداد رونويس  است و زماني
 پايين يا منفي است، Real-time PCR روش

نتايج حاصل . )12( گردد استفاده از آن پيشنهاد مي
 DNAاز بررسي اين روش روي كنترل داخلي و 

هاي مشخص، يك گوناگوني  هدف با تعداد نسخه
 درصد را نشان داد كه اين گوناگوني در 5كمتر از 

هر چند . پوشي است چشم رابطه با ارزيابي كمي، قابل
روش بررسي كمي بر اساس ميزان رنگ توليدي روي 

ددي اندكي ژل است كه اين روش از ارزش ع
برخوردار است، با اين وجود گوناگوني ناچيزي 

 از اين روش ارزان ،بنابراين. مشاهده شده است
هاي  وان براي بررسي اوليه تعداد نسخهت مي

  . استفاده نمودBCR-ABLهاي الحاقي ژن  رونويس
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