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  چكيده
 كه نتيجـه  استساز  هاي پايه خون ميلوئيدي مزمن يك بيماري كلونال بدخيم سلول) سرطان خون ( لوسمي: هدف

. اسـت ها در خون محيطي و هيپرپلازي در مغـز اسـتخوان             اريتروئيدي و پلاكت  ،  هاي ميلوئيدي  آن افزايش سلول  
.  نشان داده است   لوسمي ميلوئيدي مزمن   را در بيماران     BCR-ABLهاي متفاوتي از     تحقيقات انجام شده واريانت   

 كه يكي از دلايل آن      شود هاي تشخيص طبي شناسايي مي      واريانت در برخي از آزمايشگاه     3 تاكنون در ايران صرفاً   
در ايـن  . هـا را شناسـايي كنـد    طور همزمان بتواند كليه واريانـت    هعدم طراحي و استفاده از آغازگرهايي است كه ب        

  .شد شناسايي لوسمي ميلوئيدي مزمنها در بيماران   كليه واريانتRT-Multiplex PCR با روش مطالعه
 دريافت و سپس با اسـتفاده  درمان يا در مرحله تشخيص بيماري    يكصد فرد تحت    نمونه خون از    : ها مواد و روش  

ــارتي ــت تج ــر 600از  Roche از كي ــهميكروليت ــه نمون ــا   كلي ــتخراج RNAه ــ اس ــدهRNA. دش ــتخراج ش    اس
هـاي   ها براي واريانـت     جفت آغازگر نمونه   2 تبديل و با استفاده از       cDNAبرداري معكوس به     توسط آنزيم نسخه  

BCR-ABL هـا بـه روش    به موازات كليه نمونه. قرار گرفتند مورد آزمايشRT-Multiplex Nested PCR روي 
  .دشژل آگارز بررسي 

ژن ادغـامي   mRNA هايي كـه بـراي ايـن     را در تمام نمـونهBCR-ABL  توانستRT-Multiplex PCR: نتايج
  ، RT-Multiplex PCRآوري شـــده بـه روش    در يكــصـد نـمونــه جـمــع   .انـد نـشـان دهــد    مثبــت بـوده  

   درصــد مثبــت وRT-Multiplex Nested PCR ،44روش    درصـــد مـنفـــي و بــه54 درصـــد مثبـــت و 46
  . درصد منفي بوده است56

 BCR- ABLهاي بيشتري از  اي توانستيم واريانت  يك مرحلهPCR با استفاده از يك تحقيقما در اين : گيري نتيجه
 ضمن مقايسه معلوم شد ايـن روش از اختـصاصيت           ، كمتر شناسايي كنيم   تر و هزينه   را در يك لوله در زمان كوتاه      

 تـشخيص سـاير     بـراي هـاي بيـشتر      تواند با استفاده از تعـداد نمونـه        اين پژوهش مي  . درصد برخوردار است   100
  .شودتر  ها كامل  بررسي كمي نمونهبراي  Real Time PCRها و روش واريانت

  

  .مي، لوسمي ميلوئيدي مزمن ژن ادغاBCR-ABL ،mRNA: كليدواژگان
  

   مقدمه-1
 )Chronic Myeloid Leukemia :CML (در بيماران لوسمي ميلوئيدي مزمن

اـ    جـايي   طـي جابـه  (Philadelphia Chromosome) كروموزوم فيلادلفي
  

د شـو   ايجاد مي  22 و   9دوطرفه بين بازوهاي بلند دو كروموزوم       
 ــ.]1،2[ ــن جابـ ــي ايـ ــه   ه طـ ــايي قطعـ    درABL از ژن 3′جـ
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 در كرومــوزوم BCRژن   از5′ بــه بخــش 9q34كرومــوزوم 
22q11شود و يك ژن ادغامي  منتقل مي BCR-ABL    ايجـاد

نمايـد    مـي  mRNAبرداري ايجاد يـك      شود كه طي نسخه    مي
]3[ .mRNA       حاصل به يك پـروتئين BCR-ABL   ترجمـه 

زايـي ژنتيكـي بيمـاران       شود كه  نقش اساسي در بيمـاري        مي
CML علايم رايج شروع اين بيماري كـاهش وزن و     از.  دارد 

 درصد بيماران بدون علامت بوده و       40اشتهايي است ولي     بي
هـاي    شمارش غيرطبيعي سلول   در اين دسته از بيماران صرفاً     

ــشخيص  ــون در ت ــؤثرخ ــتم ــزان  .  اس ــاران مي ــن بيم در اي
متـر    در هر ميــلي    25000هاي سفيـد خون به بيش از        گلبول

ها تمامي   يابد و در اسمير خون محيطي آن       مكعب افزايش مي  
افزايش پلاكـت در    . شود هاي تمايز گرانولوسيتي ديده مي     رده
  هنگــام. شــود  درصــد ايــن بيمــاران مــشاهده مــي50 تــا 30

  ناهنجـاري  (Splenomegaly)معاينات فيزيكي اسـپلانومگالي     
ــل  ــوده و در نيمــي از بيمــاران قاب ــن بيمــاران ب   شــايع در اي

  .]4[مشاهده است 
صد لوسـمي بزرگـسالان را بـه خـود      درCML  15بيماري

نفر در هر    2-1اختصاص داده است و وقوع اين بيماري سالانه         
 سال است، اما    55-45سن درگيري بيماران    . است نفر   100000

هاي سـني حتـي كودكـان هـم ديـده            اين بيماري در تمام گروه    
نتيك  سـيتوژ  های در تشخيص اين بيماران از روش     . ]5[شود   مي

، FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) استاندارد مانند
  شـود كـه هـر يـك        ساترن بلات و وسترن بلات نيز استفاده مي       

ها از مشكلات خاصي در تشخيص اين بيماري برخـوردار   از آن 
  .]14-6[است 

   حاضـــر انجـــام يـــك آزمـــونتحقيـــقهـــدف اصـــلي در 
 RT-Multiplex PCRفه بـوده اسـت   صر  معمولي و مقرون به

 را در   BCR-ABLهـاي مختلـف      وسيله آن بتوان واريانت    كه به 
 در صـورت حـضور      CMLهاي خـون محيطـي بيمـاران         نمونه

واريانت ارزيابي كرد و ارتباط هماهنگ ميان نتايج حاصل را بـا            
ــه   ــوط ب ــايج مرب ــه درRT-Multiplex Nested PCRنت    ك
شـود،   يهـاي تشخيـصي كـشور اسـتفاده م ـ         برخي از آزمايشگاه  

  .بررسي نمود

  ها مواد و روش -2
ــه ــت  ب ــه واريان ــور مطالع ــف  منظ ــاي مختل  در BCR-ABLه
ــاران ــد RT-Multiplex PCR از روش  CMLبيم ــتفاده ش .  اس

افراد (گيري از يكصد بيمار تحت درمان يا در مرحله تشخيص    نمونه
ــه بيمــاري ــزان ) مــشكوك ب ــشگاه صــورت گرفــت و مي   در آزماي

ها دريافت و به لوله آزمايش حـاوي   حيطي از آنليتر خون م   ميلي 20
  ،EDTA (Ethylene Dinitro Tetra acetic Acid)ضـد انعقـاد   

 ميكروليتر آن   600سپس از   .  انتقال داده شد   pH=8 مولار با    5/0
.  استخراج شـد   RNA نمونه   Rocheبا استفاده از كيت تجارتي      

ــتفاده از روش   ــا اسـ ــس از آن بـ ــپكتروفتومتري و UVپـ  اسـ
 اسـتخراج شـده     RNAكتروفورز ژل آگارز كيفيـت و كميـت         ال

  .ارزيابي شد
 استخراج شده از خون محيطي      RNA ميكروگرم از    5ميزان  

ــا اســتفاده از آغــازگر  ــدوم هگزامــر (Primer)هــر بيمــار ب    ران
)(Random Hexamer ــزان ــه مي ــزيم 7/0 ب ــرم و آن  ميكروگ

 40 واحـد بـه      200 به ميزان    M-MuLVبرداري معكوس    نسخه
بـراي انجـام آزمـايش زنجيـره        . دش ـ تبـديل    cDNA ميكروليتر

ــول   ــواد و محل ــراز م ــركت   پليم ــاي لازم از ش  Fermentasه
  آغازگرهـاي مـصرفي در ايـن تحقيـق از          .]15[ خريداري شـد  

ــده اســت   ــفارش داده ش ــه، س ــفارش ]16[مقال ــود س ــا وج   ، ب
  تـــوالي نوكلئوتيـــدي آنهـــا در ســـايت آغازگرهـــا از مقالـــه

NCBI) National Center for Biotechnology Information( 
آغازگرها از طريـق شـركت      .  بررسي شد  Blast)( در قسمت كاوش  

 MWG Oligo Synthesisفرآيند دانش آرين بـه شـركت آلمـاني    
ها در جـدول   توالي آغازگرها و مشخصات آن   . سفارش داده شد  

  . استمده آ1شماره 
  

  ها توالي آغازگرها و مشخصات آن1جدول 

  دما
)

نتي
 سا

جه
در

 
راد
گ

( 

)''( توالي 35 آغازگرها  ⎯→⎯

6/66  TGT TGA CTG GCG TGA TGT AGT TGC TTG G a3 ( R )

0/65  ATA CTC TCC TTT GCA ACC GGG TCT GAA b5 ( R )

1/62  ACC GCA TGT TCC GGG ACA AAA G  b1 ( F )

2/63  ACA GCA TTC CGC TGA CCA TCA ATA AG b2 ( F )
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   سايز قطعات تكثير شده توسط آغازگرها1شكل 

  
  اي طراحي شدند كـه قـادر بـه شناسـايي           آغازگرها به گونه  

  CML ادغـــامي در بيمـــاران  (Transcript)  رونوشـــت12
  .]13[باشند 

 باز بـراي رونوشـت      310طول   اي به   قطعه a3 و   b2آغازگرهاي  
b2a2 بــاز بــراي رونوشــت 385 و b3a2 و آغازگرهــاي b1و  a3 
ــه قطعــه ــراي رونوشــت 481طــول  اي ب ــاز ب و ) 1شــكل  (e1a2 ب

 طبيعي  BCR باز را براي     808طول   اي به  قطعه b5 و   b2آغازگرهاي  
  .]16[كنند  تكثير مي

 بـراي هـر نمونـه       PCRسازي شرايط، واكـنش      بعد از بهينه  
  :صورت زير انجام شد به

ــافر ــيx PCR 10  ،MgCl2 5/1 ب ــولار،   ميل   dNTPم
 5/1 پيكومــول از هركــدام از آغازگرهــا، 5مــولار،   ميلــي2/0

، حجم نهايي با آب مقطـر       cDNA ميكروليتر   4واحد آنزيم،   
سپس نمونه هـر بيمـار      .  ميكروليتر رسانده شد   25استريل به   

به همراه كنترل مثبت و منفي با شرايط زير در دسـتگاه قـرار              
  :داده شد

  

1  
دماي ابتدايي جدا شدن 

(Denaturation)ته دو رش  
   دقيقه5  گراد  درجه سانتي95

   دقيقه1  گراد  درجه سانتي96  دماي جدا شدن دو رشته  2
   ثانيه50  گراد  درجه سانتي64(Annealing)دماي دورگه شدن   3
   دقيقه1  گراد  درجه سانتي72 (Extension)دماي پيشروي   4

  . چرخه تكرار شد35برنامه دو تا چهار، 
  دقيقه10  گراد رجه سانتي د72  دماي پيشروي نهايي  5

نمـا    انـدازه كنـار     درصـد در   2نتايج حاصل روي ژل آگارز      
(Marker) 100 جفت بازي بررسي شد 1000 تا.  

  
  نتايج -3

 براي هـر نمونـه، ضـمن آنـاليز          PCRپس از انجام واكنش     
هـاي مختلفـي كـه در ايـن          هـا روي ژل آگـارز واريانـت        نمونه

 b3a2 و   e1a2، b2a2پژوهش شناسايي شد عبـارت بودنـد از         
  . نشان داده شده است2 شكلكه در 

  
  7  6  5  4  3  2  1  M  

  
  
  
  
  
  
  

  
لولـه  (كنترل منفـي     1ستون جفت بازي،    1000 تا   100 نما  اندازه M  ستون 2شكل  
 5 ،4هـاي   ستون ؛كنترل مثبت :3ستون  ؛ نمونه طبيعي:2 ستون  ؛) الگو DNAفاقد  

و ) جفـت بـاز   b2a2) 310هـاي    اريانت با و  CMLترتيب مربوط به بيماران       به :6و  
b3a2) 385  جفت باز  (  وe1a2) 481  مربوط به نمونه طبيعي  :7ستون  ؛) جفت باز

  .در آن تكثير شده است)  جفت بازBCR) 808است كه 

   جفت بازي808كنترل داخلي
← 

 
e1a2 481جفت بازي ←  
b3a2 385جفت بازي ←  
b2a2 310جفت بازي ←  
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RT-Multiplex PCR توانست BCR-ABLهـايي    را در تمام نمـونه
  (Fusion Gene mRNA) ژن ادغـامي  mRNAكه براي ايـن  
ــو ــه  دهمثبـــت ب ــه كــه ب ــشـان دهـــد و در دو نمون   روش انــد ن

RT-Multiplex Nested PCR  منـفي گـزارش شـده بودنــد 
 ژن ادغـامي  mRNA مثبـت و RT-Multiplex PCRروش  بـه 

BCR-ABL  بـراي اطمينـان از نتـايج       . ها شناسـايي شـد      در آن
 آزمـايش در هـر دو مـورد تكـرار شـد و نتـايج                آزمون مجـدداً  

 مشابه بـا مرحــله اول بـود بـه            كاملاً 2له  دست آمده در مرح    هب
ـــي    ــر بازده ـــارت ديگ ــشـخيص PCRعب  ژن mRNA در ت

آوري شـــده    در يكـصـد نـمونـه جـمـع    BCR-ABLادغامي  
 درصــد  54  درصـد مثبـت وRT- Multiplex PCR ،46 روش به

ـــــه  درصد RT-Multiplex Nested PCR، 44روش  مـنفـي و بـ
  ).3 شكل( ي بوده است درصد منف56 و مثبت

ود بانــد اختــصاصي در روش يــك بــراي اطمينــان از وجــ
هـا بـه علـت     ، نمونـه Nestedو عـدم وجـود آن در    اي مرحلـه 

  .آميد روي اين ژل بررسي شدند حساسيت بيشتر ژل آكريل
شـود نتـايج روي ژل        ديـده مـي    4شـكل   طور كـه در      همان

  .يد شدنديأآميد نيز ت آكريل
  

  4  3  2  1  M  4  3  2  1  M 

  
  
  
  
 ؛ نمونـه منفـي    :1ستون   ؛ جفت بازي  1000 تا   100نما  اندازه Mستون   3شكل  

ــتون  ــت :2س ــه مثب ــتون ؛نمون ــاي س ــه:)ســمت راســت (:4 و 3 ه   روش  ب
RT-Multiplex Nested PCR   4 و 3 هـاي  سـتون  ؛ منفـي گـزارش شـدند :

  . مثبت بودندb3a2 براي RT-Multiplex PCRدر روش ): سمت چپ(
  

يد يا رد اين مورد كـه ناحيـه تكثيـر           أيبراي ت در مرحله بعد    
هـا   ، نمونـه  اسـت  BCR-ABLژن ادغـامي     mRNAشده همان   

آوران بـه شـركت       تعيين تـوالي از طريـق شـركت ژن فـن           براي
Micro Geneدر كره ارسال شد .  

 بررسـي و   Chromasافـزار  سپس نتايج تعيين توالي توسط نرم
اسـتفاده   با )NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.govدر سايت   

 Nucleotide by Nucleotide Blastاز برنامه كاوش در قـسمت  
توالي آناليز شد و ضـمن بررسـي مـشـخص شـد كــه ناحــيه          

  .است BCR-ABL  (b3a2)تعييـن توالي شده همان ژن ادغامي
  

  4  3  M  2  1  

  
  
هـاي     نمونه :2 و   1 هاي ستون ؛ جفت بازي  1000 تا   100 نما  اندازه :Mستون   4شكل  
 Nested Multiplex.هاي روش   نمونه:4 و 3 هاي ستون ؛Multiplexروش 

  
  بحث -4

 نقـش   BCR-ABLهـاي    از آنجايي كه شناسـايي واريانـت      
 دارد و با توجـه بـه        CML مهمي در تشخيص و درمان بيماران     

يگيري بيماري پـس    كه نتيجه تشخيص در درمان بيماري و پ        اين
ز اهميـت اسـت،     ياز درمان بالاخص پيونـد مغـز اسـتخوان حـا          

  هـاي مختلـف    بنابراين اسـتفاده از روشـي كـه بتوانـد واريانـت           
BCR-ABL ــد از ــشخيص ده ــاران ت ــن بيم ــت   را در اي اهمي

  .اي برخوردار است ويژه
هـاي تشخيـصي ايـران     بعضي از آزمايشگاه در حال حاضر در

شــود و در   اســتفاده مــيRT-Multiplex Nested PCR روش
هـاي   اي واريانـت   يك مرحلهPCRتحقيق حاضر با استفاده از يك  

تري شناسـايي     در يك لوله در زمان كوتاه      BCR-ABL بيشتري از 
  ، نيـاز بـه تعـداد بيـشتري آغـازگر          Nested كه روش  شد، حال آن  

  تـر اسـت،    داشته و مدت زمان انجام آزمون نيز طـولاني        )  عدد 10(
ــن ـــش در دو  در اي ــراي انجـــام آزماي ــاز ب ــورد ني ــواد م    روش م

 بيـشــتري نـسـبت بـه روش        شـود و هزيـنه   مرحـله اســتفاده مي  
   بـه علـت    Nestedعـلاوه بـر ايـن در روش         . اي دارد  مرحلـه  يك
اي بودن آزمون، امكان آلودگي نسبت بـه روشـي كـه در              مرحله دو

ل انجام اسـت،    آزمون در يك لوله قاب     اين پروژه انجام شده است و     
اي طراحي   گونه  آغازگرها به  Nested  در روش  بيشتر است و ضمناً   

  ژن ادغاميmRNA واريانت 3 قادر به شناسايي اند كه صرفاً شده

BCR-ABL 17[ هستند[.  
توان در يك مرحله    مي مطالعهدر روش استفاده شده در اين       

  كنترل داخلي    
  ) جفت بازي97(

  
b3a2  

  )جفت بازي 397 (

  
  كنترل داخلي 

  )جفت بازي 808(
 

b3a2  
  ) جفت بازي385( 

   جفت بازي808كنترل داخلي 
b3a2 385جفت بازي  
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هـاي مـشابه كليـه       و با تعداد كمتري آغـازگر نـسبت بـه روش          
 CML  را در بيمــارانBCR-ABLهــاي مختلــف   ريانــتوا

  .شناسايي كرد
هاي مورد استفاده در اين طرح يكصد نمونه مربوط          تعداد نمونه 

 بـود و    CML به بيماران تحت درمان يا در مرحله تشخيص بيماري        
 در اين تحقيق، هدف مقايسه دو روش نيز بوده است، با توجه             ضمناً
هر دو روش مورد آزمـون قـرار گرفتنـد،          ها با    كه تمامي نمونه   به اين 

  .بنابراين تعداد كافي نمونه بررسي شده است
ــه    ــك مرحل ــه روش ي ــد ك ــوم ش ــسه معل ــي مقاي اي از  ط

درصد برخوردار بوده است و      100 (Specificity) اختصاصيت
 بــا روش Nestedهــاي مثبــت توســط روش    كليــه نمونــه 

 اسـت كـه      بيانگر ايـن    مطلب اين. اي شناسايي شدند   مرحله يك
اي بودند كـه     نواحي انتخاب شده براي اتصال آغازگرها به گونه       

عـلاوه بـر    . اسـت  BCR-ABL هاي قادر به شناسايي رونوشت   
  اي بيــشتر از مرحلــه  روش يــك(Sensitivity) ايــن حــساسيت

، جـز دو مـورد     بـه   بود، در واقـع    Nested درصد نسبت به   100
ي توالي آغـازگري    يد كرد، ضمن بررس   يأ نتايج يكديگر را ت    ساير

ــاي روش   ــي از آغازگره ــه يك ــد ك ــده ش ــر دو روش دي  در ه
Nested  در مرحلــه اول داراي مقــدارGC درصــد  1/39 برابــر

  رود تعدادي از آغازگرهاي اتصال يافتـه       است بنابراين انتظار مي   
  

جدا شوند و با توجه به   در دماي دورگه شدن در دماي پيشروي      
  . نظر تكثير نشوداي ناحيه مورد  مرحله25تكثير 

  درصـد  2  در e1a2 درصد و    44 در   b3a2 و   b2a2رونوشت  
شناسـي دكتـر     كننـده بـه مركـز ژنتيـك و آسـيب           از بيماران مراجعه  

ــژاد كريمــي ــر نجــم-ن ــادي  دكت  (Kariminejad-Najmabadi) آب
 مثبـت   CML  درصد بيماران اين مركز براي     46  كه مشاهده شد 

  بود وb3a2 يا b2a2شت  درصد بيماران رونو65/95در  . بودند
  . مشاهده شدe1a2 درصد بيماران رونوشت 34/4در 

 BCR-ABL  واريانـت  3كه از بـين يكـصد نمونـه،          علت اين 
 b2a2 رونوشت غالـب     CML مشاهده شد اين است كه در بيماران      

  .]20-17[ها بسـيار نادر است   است و سـاير واريـانتb3a2يا 
از  توانـد بـا اسـتفاده      روش مورد اسـتفاده در ايـن پـژوهش مـي          

و نيـز  CML  هاي هاي بيشتر در جهت تشخيص ساير واريانت نمونه
 Real Time PCRهـا بـا اسـتفاده از روش     بررسي كمـي واريانـت  

  .]23-21[تر شود  كامل

  
  قدردانيو تشكر  -5
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