
  

  

   در فازهاي مختلف)hTERT(بررسي بيان ژن تلومراز انساني
  )CML(لوسمي ميلوژن مزمن

 
 

   ،4، دكتر ناهيد عين الهي *3ف مرتضوي، دكتر يوس 2، دكتر سيد حميداالله غفاري 1 علي اميني
  8، دكتر اردشير قوام زاده 7، يونس جهاني 6، شهربانو رستمي  5 دكتر كامران علي مقدم

  
  چكيده

يك بيماري كلونال سلول بنيادي خون سـاز اسـت كـه بـا جابجـايي متقابـل                  ) CML(لوسمي ميلوژن مزمن    : زمينه و هدف    
تلومراز آنزيمي است كه با اضافه كردن توالي هاي تكراري . مشخص مي شود) لادلفياكروموزوم في (22 و 9كروموزوم هاي 

نشان داده شده اسـت كـه بيـان         . تلومريك به انتهاي كروموزوم ها باعث حفظ انسجام و يكپارچگي كروموزوم ها مي گردد             
از ايـن روي در ايـن       . زايش بيـان دارد   در اكثر سلولهاي سرطاني و نئوپلازي ها اف       ) hTERT(زير واحد كاتاليتيكي اين آنزيم      

  . پرداخته شدCML در فازهاي مختلف بيماري hTERTمطالعه به بررسي بيان ژن 
 بيمـار  26 نمونه به صورت تصادفي از 52. بود) Cross sectional(مطالعه انجام شده از نوع بررسي مقطعي :  روش بررسي 

CML        بيمار در فاز شتاب گيرنـده  9، ) نمونه26( ماه پس از درمان 3صل زماني و فوا)  نمونه 26( در فاز مزمن قبل از درمان 
بيـان  .  بيمار در فاز بلاستيك كه به بخش خون بيمارستان شريعتي تهران مراجعه كرده بودند، مورد مطالعه قرار گرفتند                  12و  

مـورد  ) RT-PCR) Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction نمونه بيماران فـوق بـا روش   73 در hTERTژن 
  . استفاده شدSPSS 15جهت تحليل نتايج نرم افزار . بررسي و مقايسه قرار گرفت

-29 گـروه سـني      3بيماران مورد مطالعه در     .  بودند زن%) 27( نفر 12مرد و   %) 73(نفر 33ه   بيمار مطالعه شد   45از  : يافته ها   
 ژن  RT-PCRاز نظر   %) 9/58( نمونه 43 نمونه بررسي شده،     73ي از   بطور كل .  ساله تقسيم بندي شدند    41-75 و   40-30،  17

hTERT    و فـاز   % 6/55، فاز شتاب گيرنده     %5/38، پس از درمان     %2/69در فاز مزمن    . منفي شدند %) 1/41( نمونه 30 مثبت و
  ).p<0.05(بودند؛ كه اين اختلاف از نظر آماري معني دار بود از نتايج مثبت % 3/83بلاستيك 

نـشانگر مولكـولي     بين فازهاي مزمن، پس از درمان و بلاستيك مـي توانـد              hTERTتفاوت معني دار بيان ژن      : يري  نتيجه گ 
  .مناسبي در پيگيري درمان و عامل پيش آگهي دهنده در سير بيماري باشد

  hTERT ،RT-PCRلوسمي ميلوژن مزمن، تلومراز، :  كليدي هايواژه 
 

   1387 ماه رديبهشتا:   پذيرش مقاله  -  1387 ماه اسفند:   دريافت مقاله -
  

  

  

 دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران  كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون1
  دانشگاه علوم پزشكي تهران پيوند مغز استخوان استاديار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و 2
دانـشگاه علـوم پزشـكي     تابوليـك و مركز تحقيقات بيماريهاي م  پزشكي  دانشكده   دانشيار   3

 زنجان
  دانشگاه علوم پزشكي تهراندانشكده پيراپزشكي استاديار  4
 دانشگاه علوم پزشكي تهران پيوند مغز استخواندانشيار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و  5
   هماتولوژي و بانك خون كارشناسي ارشد 6
  كارشناس ارشد آمار زيستي  7
 دانشگاه علوم پزشكي تهران پيوند مغز استخوانون، انكولوژي و  استاد مركز تحقيقات خ8

  

  مقدمه
CML         يك اختلال كلونـال ميلوپروليفراتيـو سـلولهاي 

 مـوارد همـراه بـا       95%كه در . )1(استبنيادي خونساز   
ــوزوم     ــام كروم ــه ن ــوزومي ب ــاري كروم ــك ناهنج ي

ــا  و 22 و9جابجــايي كرومــوزوم هــاي () Ph(فيلادلفي
محـصول ادغـام    . است )BCR-ABLايجاد ژن ادغامي    

 كه ايـن امـر      استفوق داراي فعاليت تيروزين كينازي      
  .)1(سبب گسترش رده ميلوئيدي مي گردد

  : نويسنده مسئول * 
  دكتر يوسف مرتضوي  ؛ 

   دانشگاه علوم پزشكي زنجان
Email: ymort @ yahoo . com  

73-83، 1387 بهار و تابستان 2 و 1 شماره 2دوره  ) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران  
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 امـا در تمـامي      اسـت  سالگي   50-60متوسط سن ابتلا    
گروههاي سني از جمله كودكان نيز مـي توانـد ديـده            

از % 7-20از كل لوسمي هـا و     % 15 تقريباً   CML. شود
  . )2(دهدلوسمي هاي بالغين را تشكيل مي 

ــزمن  ــاز م ــه ســه ف ــن بيمــاري ب شــتاب ) chronic(اي
ــده ــتيك) accelerated(گيرن ــسيم ) blastic(و بلاس   تق

به سر  %) 85-90(مي شود كه اكثر بيماران در فاز مزمن       
 سال در همين فاز باقي مانده و 2-7مي برند و معمولاً    

سپس وارد فاز شتاب گيرنده مي شـوند كـه ايـن فـاز              
طول مي انجامـد و سـپس        سال به    5/1حدوداً كمتر از    

در اين فاز معمـولاً     . )1,2(وارد فاز بلاستيك مي شوند    
ــد 2 -6 ــي كنن ــر م ــاه عم ــزمن  .  م ــاز م ــه در ف اگرچ

 تنها يافته سيتوژنتيك است ولي در فـاز         Phكروموزوم  
 و  +Ph+  ،19،  +8بلاستيك اخـتلالات ديگـري چـون        

iso-17q4, 3( نيز ديده مي شود(.  
تلومر ساختار بسيار اختصاصي انتهاي كرومـوزوم هـا         

ــت ــراري    اس ــاي تك ــوالي ه ــسان از ت ــه در ان -'5 ك

TTAGGG-3' و تعــدادي پــروتئين هــاي وابــسته بــه 
  از وظــايف مهــم آنهــا . )5(تلــومر تــشكيل شــده انــد

مي توان از حفظ يكپارچگي كرومـوزومي، جلـوگيري         
از اتصال انتهاي كروموزوم ها به يكديگر و جلوگيري         

به علت عدم   . )5-7(از تخريب و باز آرايي آنها نام برد       
 پليمراز سلول در همانند سازي قطعـات    DNAتوانايي  
در هر چرخه ) "end replication problem"(تلومريك

ــدود   ــلولي ح ــاي   bp100-50س ــوالي ه ــول ت  از ط
آنـزيم تلـومراز يـك      . )6,7(تلومريك كاسته مي شـود    

مجموعه ريبونوكلئوپروتئيني است كـه مـسئول اضـافه       
ــراري   ــدهاي تك ــردن واح ــاي  TTAGGGك ــه انته  ب

زيـر  ) 1: اين آنزيم از سـه بخـش      . استكروموزوم ها   
پـروتئين  ) RNA)hTERC, hTR, hTER( ،2 واحـد  

ــومراز  ــه تلـ ــسته بـ ــد ) 3و ) TEP1(وابـ ــر واحـ زيـ
) ، تلومراز ترانس كريپتاز معكـوس     hTERT(كاتاليتيكي

اين آنزيم به طـور معمـول در        .  )7(تشكيل شده است  

سلولهاي سوماتيك وجود نداشته و يا به ميـزان بـسيار       
كم و غير قابل تشخيص وجود دارد؛ ولي در سلولهاي          

germ-line        سلول هاي بنيادي و سلولهاي سرطاني به ،
ــان     ــلول  بي ــايزي س ــل تم ــي در مراح ــزان مختلف   مي

، هـستند از آنجايي كه تلومرهـا فاقـد ژن         . )8(مي شود 
ميزان خاصـي از ايـن كوتـاه شـدگي در سـلول هـاي                
سوماتيك قابل تحمل است ولي هنگامي كه اين عمـل          
سبب كوتاه شدن تلومرها در حد بحراني شود، منجـر           

 cell( ناپايداري ژنتيكي، فرسودگي و پيـري سـلول   به

aging (مي گردد)10, 9(.  
 Telomerase( بـا فعاليـت تلـومراز    hTERTبيـان ژن  

Activity (TA( ( در ســلول هــاي طبيعــي، نــاميرا يــا
سرطاني در ارتباط است؛ كه ايـن خـود بيـانگر نقـش             

اكثـر  . )5(اسـت فعاليـت تلـومراز      در   hTERTكليدي  
توسـط تلـومراز از     %) 85بيـشتر از    (تومورهاي انـساني  

كوتاه شدگي تلومرها، ممانعت به عمل مـي آورنـد، از           
 در سـلول هـاي      hTERTاين روي اندازه گيري بيـان       

ــت    ــاليني داراي اهمي ــر ب ــد از نظ ــي توان ــرطاني، م س
ــد ــه در   . )11(باش ــد ك ــشان داده ان ــي ن ــات قبل مطالع

نئوپلازي هاي هماتولوژيكي فعاليـت مجـدد تلـومراز         
)reactivation of telomerase activity ( داراي ارزش

 فعـال   از آنجاييكـه  . )12, 11(اسـت پيش آگهي دهنده    
شدن تلومراز عامل كليدي در ايجاد سرطان بوده و بـا           

، لذا در ايـن مطالعـه       استناميرا شدن سلول در ارتباط      
 در فازهاي مختلف بيماري hTERTبه بررسي بيان ژن 

CMLپرداخته شد .  
  

   روش بررسي 
 نمونه به صورت تـصادفي      52در اين مطالعه توصيفي،   

 26(ل از درمـان      در فـاز مـزمن قب ـ      CML بيمار   26از  
، ) نمونه26( ماه پس از درمان  3و فاصله زماني    ) نمونه

 نمونـه   12 بيمار در فاز شتاب گيرنـده و         9 نمونه از    9
 بيمار در فاز بلاستيك مراجعـه كننـده بـه بخـش           12از

  ……بررسي بيان ژن  

      1387 بهار و تابستان 2 و 1 شماره 2دوره ) پياورد سلامت(ن مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهرا
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خون و انكولوژي بيمارسـتان شـريعتي تهـران كـه بـر             
ــشگاهي    ــاليني و آزماي ــم ب ــاس علائ ــوزوم (اس كروم

 براي آنها قطعي شده بـود،       CML، تشخيص   )فيلادلفيا
 خـون   mL5از هـر بيمـار      . مورد مطالعه قـرار گرفـت     

.  گرفتـه شـد    EDTAوريدي بر روي ماده ضد انعقـاد        
قبل از انجام نمونه گيري از تمـامي بيمـاران رضـايت            

  . كتبي گرفته شد
و ) .Ficol Hypaque, I.B.R.F(با اسـتفاده از فـايكول   

سلول هاي تك هـسته اي از       شيب غلظتي سانتريفيوژ،    
 .خون محيطي جدا گرديدند

RNA           تام از سلول هاي تك هسته اي بيماران توسـط 
Trizol) ــان ــدا   ) ,Sigmaآلم ــتورالعمل ج ــابق دس مط
  .گرديد
 سـلولي،  RNA ميكروگرم   1 با استفاده از     cDNAسنتز  

-M، آنـزيم    ),Fermentasليتـواني (پرايمرهاي رانـدوم    

MuLV) ــواني ــزيم ،),Fermentasليتــ  RNase آنــ

Inhibitor) ــواني  dNTP Mixو )  ,Fermentasليتـ
 انجـام   ر ميكروليت ـ 20در حجم نهايي    )  سيناژن -ايران(

  .شد
بـراي  .  شدند hTERT  ،PCRسپس نمونه ها براي ژن      

 10X ،0.75 µl بافر µl 2.5اين منظور در هر واكنش از 
MgCl2 ،0.5 µl dNTPs ،0.5 µl ــاي  از پرايمرهــ

Forward(F) و Reverse (R) ،0.2 µl Taq DNA 

Polymerase ،2 µl cDNA استفاده شد و حجم نهايي 
تـوالي  .  رسـانده شـد  µl 25با آب مقطـر اسـتريل بـه    

پرايمرهـــاي بـــه كـــار بـــرده شـــده بـــه صـــورت  
F=5΄CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA3΄ 

  . بود΄R=5΄GGATGAAGCGGAGTCTGGA3و
 35 و ســپس،C95° دقيقــه در4  در شــروعنمونــه هــا 

، C55° ثانيه در    C95  ،40° ثانيه در    40ه با شرايط  چرخ
ــاً C72° ثانيــه در 40  C72 ،PCR° دقيقــه در 7 و نهايت

جهت اطمينان از روش كار در هـر مرحلـه، از           . شدند
 استفاده house keeping gene به عنوان يك ABLژن 

 hTERT علاوه بـر ژن      cDNAتمامي نمونه هاي    . شد
ــا تــــــوالي پرايمــــــريABLبــــــراي ژن    بــــ

F=5'CGGCTCTCGGAGGAGACGATGA3'    و 
R=5'CCCAACCTTTTCGTTGCACTGT3' بـــــا 

 بـر روي  PCRمحصولات .  شدند PCRشرايط يكسان   
كـاري  چرخه  در هر   .  الكتروفورز شدند  3%ژل آگاروز   

 Negative(يك ميكروتيوب بـه عنـوان كنتـرل منفـي    

Control (     و يــك ميكروتيــوب بــه عنــوان كنتــرل
ستفاده شـد؛ كـه در كنتـرل    ا) Positive Control(مثبت

ــاي   ــه ج ــي ب ــت از cDNAمنف ــرل مثب ، آب و در كنت
cDNA رده سلولي NB4استفاده شد .  

  
  يافته ها 

 در  RT-PCR توسـط    hTERTدر اين مطالعه بيـان ژن       
  .فازهاي ذيل مورد بررسي قرار گرفت

مرحلـــه تـــشخيص بيمـــاري و قبـــل از درمـــان  -1
)Diagnosis يا همان Chronic Phase (CP)( 

 After Therapy( مــاه پــس از درمــان 3مرحلــه  -2

(AT)( 

 Accelerated(مرحله ورود به فاز شتاب گيرنـده   -3

Phase (AP)( 

 Blastic Phase(مرحلـه ورود بـه فـاز بلاسـتيك      -4

(BP)(   
ــرد و %) 73(نفــر 33ه  بيمــار مطالعــه شــد45از   12م
 گـروه   3بيماران مورد مطالعـه در      . بودندزن  %) 27(نفر

 ســاله تقــسيم بنــدي 41-75 و 30-40، 17-29 ســني
 نمونـه از    73.  سال بود  38متوسط سن بيماران    . شدند

-RT  توسـط     hTERT بيمار فوق جهـت بيـان ژن         45

PCR        با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي مورد بررسي 
 مثبـت   hTERTنمونه هايي كه از نظر ژن       . قرار گرفتند 
). 1ماره  شـكل ش ـ  (  ايجـاد كردنـد    bp 144بودند باند   

1387 بهار و تابستان 2 و 1 شماره 2دوره  ) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران  75

 علي اميني و همكاران 
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bp→220  

bp→ 144  

  

  
  hTERTژن  AT-PCRالكتروفورز محصولات  : 1شماره شكل 

  
 مربوط به نمونـه     4 تا   1ستون هاي    1در شكل شماره    

 نمونـه كنتـرل     PC نمونـه كنتـرل منفـي،        NCبيماران،  
ــت و  ــاني    SMمثب ــولي نردب ــدازه مولك ــاخص ان  ش

)bp100 (نمونه هاي بيمـاران در ايـن تـصوير         . هستند
 كه شدت باند مشاهده شده      هستند مثبت   PCRهمگي  

 در هر بيمار، متفاوت     hTERTبا توجه به بيان مختلف      
، ABLهمچنين تمامي نمونه هـا كـه بـراي ژن            .است
PCR  شــدند، بانــد bp 200 شــكل( ايجــاد كردنــد 
  ).2شماره

  
  

  

  
  

  ABL ژن RT – PCRالكتروفورز محصولات  : 2شماره شكل 
  

 مربوط به نمونـه     5 تا   1ستون هاي    2در شكل شماره    
 شاخص انـدازه    SM نمونه كنترل منفي و      NCبيماران،  

   .هستند) bp 100(مولكولي نردباني 
ــي از  ــور كل ــده،  73بط ــه بررســي ش ــه 43 نمون  نمون

ــر %) 9/58( ــت و hTERT ژن RT-PCRاز نظ  30 مثب
-RTدر فاز مزمن از نظـر       . منفي شدند %) 1/41(نمونه  

PCR   ژن hTERT 2/69 %   منفي، پـس   % 8/30مثبت و
منفــي، فــاز شــتاب % 5/61مثبــت و % 5/38از درمــان 

منفـي و فـاز بلاسـتيك       % 4/44مثبت و   % 6/55گيرنده  
  ).1 شماره نمودار(منفي شدند % 7/16مثبت و% 3/83
  

  
  
  

  ……بررسي بيان ژن  
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   در فازهاي مختلف بيماريhTERT ژن RT-PCRدرصد نتايج مثبت  : 1شماره نمودار 
  

مـودي نمايـانگر درصـد و       محور ع  1شماره  در نمودار 
. استمحور افقي نشان دهنده فازهاي مختلف بيماري        

: APفاز پس از درمـان،      : ATفاز مزمن،   : CPهمچنين  
فـاز بلاسـتيك را نـشان مـي         : BPفاز شتاب گيرنده و     

همانطور كه مشاهده مي شود، بيـشترين درصـد         . دهند
 مربوط به فاز بلاستيك و كمترين درصد        hTERTبيان  

بـراي تجزيـه و     . اسـت ه فـاز پـس از درمـان         مربوط ب 
 استفاده شد، كه Fisher's Exact Testتحليل آماري از 

 در  hTERTبر اساس آن اختلاف بيان و عدم بيـان ژن           
بــين تمــام فازهــاي مختلــف بيمــاري معنــي دار بــود 

)p<0.05 .(          در مقايسه فاز مزمن با هر كدام از فازهـاي
ــده ــتاب گيرن ــتيك) AP(ش ــه) BP(و بلاس  صــورت ب

 hTERTجداگانــه، اخــتلاف معنــي داري در بيــان ژن 
همچنين بين مرحله پس از درمان      ). p>0.05(ديده نشد 

و فاز شتاب گيرنده نيز اختلاف معنـي دار نبـود ولـي             
 پس از درمـان و فـاز بلاسـتيك          hTERTاختلاف بيان   

 بـا   hTERTدر مقايـسه بيـان      ). p<0.05(معني دار بود    
اران مورد مطالعه، ارتبـاط     گروه هاي سني و جنس بيم     

  ).p>0.05(معني داري ديده نشد 
در ايــن مطالعــه شــاخص هــاي آزمايــشگاهي چــون  

ــزان  WBCشــمارش  ، پلاكــت، درصــد بلاســت و مي
 در فـاز    WBCشـمارش   . هموگلوبين نيز بررسي شـد    

ــشترين  ــزمن بي ــاز پــس از ) mm3 120600/(م و در ف
ــرين   ــان كمت ــت ) mm3 24650/(درم ــزان را داش . مي

  رش پلاكــــت در فــــاز مــــزمن بــــالاترين شــــما
)/mm3 367000 (   ــرين ــايين ت ــتيك پ ــاز بلاس و در ف
)/mm3 149000 (   درصد بلاسـت در    . ميزان را دارا بود

و در فاز پـس از درمـان        %) 11(فاز بلاستيك بيشترين    
ميزان را داشت؛ و ميزان هموگلـوبين در        %) 1(كمترين  

فــاز و در ) g/dl 4/12(فــاز پــس از درمــان بيــشترين 
ــرين   ــتيك كمت ــود )  g/dl 2/9(بلاس ــزان را دارا ب  مي

  ). 1 شماره جدول(
  

  
  
  
  

 علي اميني و همكاران 
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  و ميزان ) Blast(، درصد بلاست)Plt(، پلاكت)WBC(ميانگين شمارش گلبول هاي سفيد:  1 شماره جدول
 CMLنمونه هاي بيماران مورد مطالعه در فازهاي مختلف بيماري ) Hb(هموگلوبين

  
  
  
  
  
  
  

  

اختلاف اين شاخص ها در فازهـاي مختلـف بيمـاري           
 بررســي شــد و Kruaskal-Wallisاري بــا آزمــون آمــ

در بررسـي ايـن     ). p<0.0001(همگي معني دار بودند     
 و  WBC، بين شمارش    hTERTشاخص ها با بيان ژن      

درصد بلاست اختلاف معني داري بين نتايج مثبـت و          
؛ ولي بين )p>0.05( ديده نشد hTERT ژن PCRمنفي 

، PCRشمارش پلاكت و ميزان هموگلـوبين بـا نتـايج           
؛ بـدين نحـو كـه       )p<0.05(اختلاف معني دار بـود    اين  

 بـالاتر از    hTERTميزان پلاكت در افـراد بيـان كننـده          
و در مـورد    .  را بيان نمي كننـد     hTERTافرادي بود كه    

 ميزان كمتـري از     hTERTهموگلوبين افراد بيان كننده     
 دارا  hTERTهموگلوبين نسبت به افراد با عـدم بيـان          

  .بودند
  

  بحث 
تركيب ريبونوكلئوپروتئيني يا بـه عبـارتي       تلومراز يك   

 متشكل از دو زير Reverse Transcriptaseيك آنزيم 
 است كه توالي هـاي تكـراري        hTR و   hTERTواحد  

سـلول  . تلومريك را به انتهاي تلومرها اضافه مي نمايد       
هــاي ســوماتيك تــوالي هــاي تلومريــك خــود را بــه 

هند صورت پيوسته در هر چرخه تقسيم از دست مي د         
در حاليكه تعداد زيادي از بافت هـاي سـرطاني داراي           

ــول     ــب ط ــدين ترتي ــستند و ب ــومرازي ه ــت تل فعالي
تلومرهاي خود را ثابت نگاه داشته و متحمل تقسيمات 

مطالعات زيادي نشان   . پي در پي و نامحدود مي شوند      
مي دهند كه بر خلاف سلول هاي طبيعـي سـوماتيك،           

اني انـسان، افـزايش      سلول هاي سرط   85% تلومراز در   
نتــايج حاصــل از . فعاليــت از خــود نــشان مــي دهــد

 بــر روي بيمــاران )13( و همكــارانDaweiتحقيقــات 
AML            و نيز مطالعات انجام شده بر روي نمونـه هـاي 

 و همكاران اين يافته را      Bie`cheسرطان پستان توسط    
  .)14(تاييد مي كنند

تا كنـون عـلاوه بـر مطالعـه تلـومراز در لوسـمي هـا،                
مطالعات بسيار گسترده اي در اين زمينه بر روي انواع          

.  انجـام شـده اسـت   )Solid Tumor(تومورهـاي تـوپر  
تقريباً در تمامي اين مطالعات، افزايش ميـزان بيـان ژن           

hTERT       در مراحل پيشرفته تر سرطان هـا و تومورهـا 
 Kirkpatrick در مطالعه    .به وضوح به چشم مي خورد     

 بـا   hTERTو همكاران گزارش شده اسـت كـه بيـان           
فعاليت تلومراز در سرطان پستان ارتباط معني داري با         

تحقيقات انجـام شـده بـه وسـيله         . )15(يكديگر دارند 
Ohyashiki            و همكاران بيان داشـته اسـت كـه تلـومر 

كوتاه تر و فعاليـت تلـومراز بـالاتر تقريبـاً هميـشه بـا               
مثـل  (شدت بيماري در نئوپلازي هاي همـاتولوژيكي        

Plt 1000/mm3 Blast % Hb g/dL WBC /mm3 فازهاي بيماري 
96/366  88/1  69/10  00/120600  CP 
00/210  11/1  42/12  38/24650  AT 

22/283  11/4  73/9  00/27600  AP 

75/148  41/11  27/9  83/25880  BP 

86/264  45/3  95/10  13/59390  مجموع 

  ……بررسي بيان ژن  
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) high-gradeلوسمي هاي عود كننـده و لنفومـا هـاي           
مرتبط است و اندازه گيري آنها جهت پيگيـري رونـد           

همچنين در مطالعـات    . )7(بيماري مي تواند مفيد باشد    
Ghaffari           و همكاران كه بر روي فعاليـت تلـومراز در 

در ) APL(ان مبتلا به لوسمي پروميلوسيتي حـاد        بيمار
دو مرحله تشخيص و عود انجـام گرفتـه شـده، آمـده             
است كه اكثر بيماران با سطوح بالاي فعاليـت تلـومراز           
متعلق به گروه عود بوده و به طـور معنـي داري طـول           
تلومر كوتاه تر و طول عمر كمتري نسبت به بيماران با           

كثراً مربـوط بـه گـروه تـازه         فعاليت تلومراز پايين كه ا    
  .)16(، داشتندهستندتشخيص داده شده 

تعدادي از محققين سعي بر اين داشـتند كـه بـه جـاي      
اندازه گيري فعاليت تلومراز از بيان زير واحد هاي آن          

بيان همه زير واحد هاي تلومراز ارتبـاط        . ننداستفاده ك 
 85-95% حـدوداً   . مستقيمي با فعاليت تلومرازي ندارد    

 را از خـود نـشان       hTERTاز بافت هاي توموري بيان      
مي دهند و اين ارتباط سبب شده كه اين زير واحد به            
عنوان يك فاكتور معتبر در تشخيص و تعيـين مراحـل           

هـا در مقايـسه بـا       سرطان پستان و تشخيص بدخيمي      
  .)17(سلول هاي طبيعي اطراف، معرفي شود

 TRAP)Telomeric Repeat پيش از اين، از تكنيـك  

Amplification Protocol ( جهت اندازه گيري فعاليت
تلومراز، پس از استخراج پروتئين بـافتي اسـتفاده مـي           

اين روش نياز به فعاليـت آنـزيم تـرانس كريپتـاز            . شد
زيـر واحـد     (RNAو  ) hTERTزيـر واحـد     (معكوس  

hTR (           سالم و دست نخورده دارد و در مرحله اي نيـز
 استفاده مي شود؛ در نتيجه Taq Polymeraseاز آنزيم 

ممكن است به دليـل امكـان حـضور بازدارنـده هـاي             
، پروتئاز هـا    Taqتلومرازي، ممانعت كننده هاي آنزيم      

 در عصاره استخراج شـده از سـلول، نتـايج           RNaseو  
 در حاليكـه در     )18(راه داشته باشـد   منفي كاذب به هم   

 hTERT تنها به قطعـه كـوچكي از   RT-PCRتكنيك 

mRNA و نــسبت بــه اســت نيــاز TRAP حــساسيت 

 دارد و همچنين بدون حساسيت بـه        RNaseكمتري به   
پروتئاز است؛ در نتيجـه مـا بـر آن شـديم تـا در ايـن                 

 hTERTمطالعه براي بررسي وجـود يـا عـدم وجـود     

mRNA    از تكنيك RT-PCRتقريباً اكثـر  . استفاده كنيم 
مطالعــات انجــام شــده بــر روي تلــومراز در بيمــاران  

CML     ؛ امـا همـانطور كـه       است، سنجش فعاليت آنزيم
مـا  .  استفاده مـي گرديـد  TRAPقبلاً ذكر شد از روش    

در اين مطالعه بـراي سـنجش آنـزيم فـوق از بررسـي              
 hTERT جزء كاتاليتيكي آنزيم يا همان       mRNAوجود  

 Jinي مطالعات نظير تحقيقات در برخ. استفاده كرديم

Huh      و همكاران بر روي AML)19(  ،Kirkpatrick  و 
 روي ســــرطان پــــستان و ديگــــر )15(همكــــاران

 hTERT، گزارش شده است كه سطوح )20(مطالعات

mRNA  ــومراز ــت تل ــا فعالي  TA= Telomerase( ب

Activity (ارتباط تنگاتنگي دارد.  
 فاز بيماري   4ه در بين    در اين مطالعه مشاهده كرديم ك     

 مثبـــت بيمـــاران معنـــي دار PCRاخـــتلاف نتـــايج 
يعنـي اينكـه درصـد نتـايج مثبـت در           ). p<0.05(است

مطالعات مـشابه   . فازهاي مختلف با هم تفاوت داشتند     
. اسـت بر روي فعاليت تلومراز نيز گوياي اين مطلـب          

 PCR با وجـود تفـاوت درصـد         حاضرالبته در مطالعه    
، %)2/69(با فـاز مـزمن    %) 3/83(ستيكمثبت در فاز بلا   

اين اختلاف معني دار نبود؛ كه يك احتمال مـي توانـد         
ايـن  . به علت تعداد كم نمونه در فاز بلاسـتيك باشـد          

 و همكاران نيز بيان     Verstovsekموضوع در تحقيقات    
شده است كه به دليـل حجـم كـم نمونـه در فازهـاي               

معني داري  بلاستيك و شتاب گيرنده، نتوانستند ارتباط       
  .)21(از فعاليت تلومراز در اين فاز ها پيدا كنند

ــي داري     ــكار و معن ــاوت آش ــر تف ــه حاض در مطالع
)p<0.05 (         بين فازهاي مزمن و پس از درمان مـشاهده

اين امر نشانگر ايـن اسـت كـه درمـان باعـث             . كرديم
ــدن   ــت شـ ــد مثبـ ــاهش درصـ    hTERT ژن PCRكـ

واند به چند دليل باشـد؛ دليـل        اين يافته مي ت   . مي شود 

 علي اميني و همكاران 
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اول اينكه، درمان، تعداد سلول هاي بـدخيم را از بـين            
 در hTERT mRNAمي برد و در نتيجه ميزان حضور 

 قابـل   RT-PCRنمونه به حدي پايين مي آيـد كـه بـا            
، كه خود اين امر نشانگر اين است كـه         استشناسايي ن 

hTERT mRNA  در سلول هاي طبيعي وجود نداشـته 
  دليــل ديگــر . ه صــورت بــسيار كــم وجــود دارديــا بــ

بــر روي بيــان ژن ) Imatinib(مــي توانــد اثــر درمــان
hTERTهمان گونه كـه در مطالعـات   .  باشدOsama 

Yamada    نيز گزارش شده است كـه بيـان hTERT در 
ــلولي  ــضور K562رده سـ ــاهش Imatinib در حـ    كـ

  .)22(مي يابد
 بـين فازهـاي   hTERTوجود رابطه معني دار بيـان ژن      

در ايـن مطالعـه،     ) p<0.05(س از درمان و بلاسـتيك       پ
 در hTERT mRNAمجــدداً حــاكي از آن اســت كــه 

يعني با افزايش سـلول     . سلول هاي بدخيم وجود دارد    
 مثبت در فاز    PCRبدخيم و مقاومت به درمان، درصد       

بلاستيك افزايش يافته است كه حتـي ايـن افـزايش از            
 توان گفـت    سطح درصد فاز مزمن بيشتر بود؛ پس مي       

 در نمونــه hTERT ژن RT-PCRمثبــت بــاقي مانــدن 
هاي پس از درمان، ممكن است نشانگري جهت پيش         

  .آگهي در پيشرفت بيماري محسوب شود
مطالعات زيادي نشان داده اند كه طول تلومر در نمونه          

 به طور معني داري نسبت به نمونه        CMLهاي بيماران   
 و همكـاران بيـان      Bagheri. هاي كنترل كوتاه تر است    

داشــته انــد كــه از دســت رفــتن طــول تلــومر هنگــام 
تشخيص و كوتـاه شـدگي پيـشرفت بيمـاري بـه فـاز              
بلاستيك، مي تواند نشان دهنده شدت بيماري بـوده و          
در نتيجه اطلاعـات پـيش آگهـي دهنـده مهمـي را در              

مطالعات ديگر نيز گـزارش كـرده       . اختيار ما قرار دهد   
 تلومر كمتـر، سـطوح بيـشتر از         اند كه بيماران با طول    

بنابراين واضح است كه    . هستندفعاليت تلومراز را دارا     
بر طبق اين مطالعات، فعاليت تلـومراز و طـول تلـومر            

ــاري     ــشرفت بيم ــي را در پي ــش مهم ــا CMLنق    ايف

مي نمايد و اندازه گيري آنها در بيماران تازه تشخيص          
داده شده ممكن است اطلاعـات پـيش آگهـي دهنـده            

  .)23(ناسبي را ارائه كندم
 فـاز مـزمن     CMLظرفيت بالاي تكثير در سلول هـاي        

ممكن است باعث القا پيش رونده كوتاه شدن تلومرها         
شود، كه يك علت آن مي تواند تقسيم فعال سلولي در       
سلول هاي خون ساز، بدون افـزايش واضـح فعاليـت           

 hTERTدر فــاز بلاســتيك، وجــود . تلــومراز باشــد

mRNA   ري دارد كه يك احتمال ايـن        افزايش معني دا
است كه كوتاه شدن پيش رونده تلومر تا حد بحرانـي           
پيش مي رود و آن دسته از سلول هـايي كـه تلـومراز              

كـرده انـد، مـي تواننـد زنـده          تنظيم افزايـشي    خود را   
 و همكـاران    Ohyashikiاين يافته با مطالعـات      . بمانند

. )24(در مـورد فعاليــت تلــومراز مــشابهت كامــل دارد 
   hTERTاحتمال ديگر ايـن اسـت كـه سـطوح بـالاي             

 شـود؛   Imatinibتواند باعث مقاومت به درمان بـا        مي  
 و همكـاران نيـز      Yamadaهمانگونه كه در تحقيقـات      

 كـه   K562گزارش شده است كه سلول هاي لوكميك        
 Imatinibافزايش فعاليت تلـومراز دارنـد، نـسبت بـه           

بنابراين ايـن مطالعـه و مطالعـات        . )22(مقاومت دارند 
 پيشنهاد مي كنند كه بررسي وجـود   )25, 21, 12(ديگر

hTERT           سنجش فعاليت تلـومراز و طـول تلـومر در ،
 مـي توانـد در آينـده بـه          CMLطي پيشرفت بيمـاري     

در ) prognosis(عنوان يك فاكتور پيش آگهـي دهنـده       
نظر گرفته شده و از نظر باليني بـراي پيگيـري درمـان             

  .يردبهتر بيماري مورد استفاده قرار گ
از ديگــر مــوارد قابــل ذكــر در ايــن مطالعــه بررســي  

، درصد سلول هاي بلاست، پلاكـت و        WBCشمارش  
اخـتلاف ميـانگين    . اسـت ميزان هموگلـوبين بيمـاران      

، درصد سلول هاي بلاست، پلاكـت و        WBCشمارش  
ميزان هموگلوبين در بين فازهاي مختلـف بيمـاري از          

 هر كـدام از آنهـا   نظر آماري معني دار بود؛ ولي ارتباط   
 در همان فاز از نظر آماري معنـي         hTERT ژن   PCRبا  

  ……بررسي بيان ژن  
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ــود ــه در مطالعــات  . دار نب ــن يافت ــز Verstovsekاي  ني
گزارش شده است كه ارتباط معني داري مابين فعاليت         
تلومراز و فـاز مـزمن در سـن، هموگلـوبين، پلاكـت،             

WBC    بررسي كلي نتايج  . )21( و بلاست مشاهده نشد 
PCR     با ميانگين شمارش WBC      و درصد سلول هـاي 

؛ يعنـي   )p<0.05(بلاست از نظر آماري معني دار نبود        
ــمارش   ــانگين ش ــي داري در مي ــاوت معن  و WBCتف

 PCRدرصد سلول هاي بلاست بين كل نمونـه هـاي           
ولي در مورد هموگلـوبين     . مثبت و منفي مشاهده نشد    

 PCRفـراد   و پلاكت تفاوت، معني دار بود؛ به عبارتي ا        
ــزان     ــالاتر و مي ــت ب ــمارش پلاك ــانگين ش ــت مي مثب

.  منفي ها داشتند   PCRهموگلوبين پايين تري نسبت به      
 و همكاران آمـده اسـت كـه بيـان     Jin Huhدر مطالعه 

hTERT mRNA  ،با جـنس WBC   و درصـد بلاسـت 
 در ارتبـاط    AMLارتباطي نداشته ولي با سن بيمـاران        

  .)19(است
 و  PCRاري بـين نتـايج      در اين مطالعه ارتباط معنـي د      

البته قابل ذكر است    . سن و جنس بيماران مشاهده نشد     
با وجود كمتر   %) 0/75( مثبت، در زنان   PCRكه درصد   

بودن در تعدادشان نسبت به مردان، بالاتر اسـت؛ ايـن           
امر شايد حاكي از اثر تنظيمي مثبت استروژن بـر روي           

  . )26( باشدhTERTبيان 
  

  نتيجه گيري
 hTERTعني داري در بيان ژن      در اين مطالعه تفاوت م    

در فازهاي قبل و بعـد از درمـان و نيـز در فـاز هـاي                 
از ايـن روي  . شتاب گيرنده و بلاستيك، مـشاهده شـد   

 مـي توانـد بـه عنـوان يـك           hTERTبررسي بيـان ژن     
نشانگر مولكولي مناسب، در پيگيـري درمـان و پـيش           

هرچنـد در   . آگهي سير بيماري مورد استفاده قرار گيرد      
ابطه نياز به مطالعات بيشتر با حجم نمونه بـالاتر          اين ر 

  .ضروري مي نمايد
 به  hTERTعلاوه بر نقش هاي گفته شده، مي توان از          

چنانكـه مطالعـه    . عنوان يك هدف درماني استفاده كرد     
  ، hTERTبــر روي مكانيــسم هــاي تنظيمــي بيــان ژن 

مي تواند در طراحي درمان و مهار رونويـسي ايـن ژن            
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