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 %15 حدود T لنفوسيتي لوسمي حاد. باشد ترين انواع سرطان در كودكان مي لوسمي يكي از شايع :زمينه و هدف
هاي گسترده در زمينه  ه پيشرفتتوجه بشناسايي تغييرات ژنتيكي مرتبط با لوسمي با . گيرد مي  را در برها لوسمي

 تعيين اين تغييرات ژنتيكي .هاي ژنتيك مولكولي بهبود يافته است كارگيري تكنيك هبسيتوژنتيك مولكولي و نيز 
كارگيري يك روش شناسايي  هاين ملاحظات بر نياز اساسي براي ب. نتايج باليني باشددقيق  ةكنند تواند پيشگويي مي

 Multiplex (RT-PCR)در اين مطالعه سيستم : روش بررسي .كنند ها تاكيد مي  اين ناهنجاريسريع تغييرات ژنتيكي در

Reverse Transcriptionهاي زا با نام  براي غربالگري سه فاكتور رونويسي سرطان TLX3/HOX11L2 ,TLX1/HOX11 

,TAL1/SCL كه در لوسمي لنفوبلاستيك نوع Tبا استفاده از  :ها يافته .ه استكار گرفته شد هباشند، ب  بسيار مهم مي
 K562و  HPB-ALL ،Peerسه رده سلولي  cDNAاي از  اي كه حاوي مجموعه  نمونه درMultiplex RT-PCRتكنيك 

هاي سلولي  ترتيب در رده ، كه بهTAL1/SCL و TLX3/HOX11L2 ،TLX1/HOX11 شناسايي همزمان سه انكوژنباشد،  مي
عنوان ابزار مهمي براي كامل  توان به  را ميMultiplex RT-PCRروش : گيري تيجه ن.شوند، صورت گرفت فوق بيان مي
هاي   باشد و خصوصيات سلولTهاي سيتوژنتيك در غربالگري بيماران مبتلا به لوسمي حاد نوع  كردن روش

ازي به نمونه مغز براي اين آزمايش ني. اي بسيار كمتر تعيين نمايد لوسميك را با سرعت و كارايي بالايي و نيز هزينه
توان استفاده كرد و روند پيشرفت درمان را با بررسي خون محيطي از نظر بيان  خون محيطي مي استخوان نيست و از

دهد كه نه تنها در حداقل زمان  لاوه بر اين به متخصصين مربوطه اين امكان را مي ع.ها بررسي كرد اين انكوژن
  .كارگيري درمان مناسب كاهش دهد هعوارض جانبي را با بممكن از وضعيت درمان آگاهي يابد بلكه 

  .، لوسمي، سلول، انكوژنMultiplex RT-PCR ،T-ALL: ليديكلمات ك

 

  
را تشكيل  كودكان يها  از سرطان%30 حدود (Leukemia)ها  لوسمي

 Acuteلمفوبلاستي حاد  ها، لوسمي لوسمي %15 .دهند مي

Lymphoblastic Leukemia (ALL) لنفوبلاستي هاي لوسمي. باشد مي 
هاي صورت   با پيشرفت1.است) T )T-ALL  از نوع سلولعمدتاًحاد 

هاي درماني، توجه بيشتري نسبت به شناسايي  گرفته در روش
بندي بهتر بيماران صورت گرفته  دهنده براي طبقه آگهي  پيشماركرهاي

 75 بيماران مبتلا به سرطان تا  اگرچه بهترين نرخ بهبودي2.است
 هنوز آن بوده است اما نسبت بالايي از موارد ALLدرصد مربوط به 

هاي درماني كنوني از قبيل   علاوه بر اين، روش3.كشنده هستند
  بي ـوارد عوارض جانـواسته و در برخي مـدرماني عوارض ناخ ميـشي

  

اي كروموزومي ه جايي هترين اهداف جاب شايع .همراه دارد شديدي به
، TLX1/HOX11 رونويسي از قبيل هاي كدكننده فاكتورهاي ، ژنALLدر 

TLX3/HOX11L2 و TAL1/SCL اين فاكتورهاي رونويسي . هستند
براي مثال مطالعات . باشند داراي دو عملكرد طبيعي و غير طبيعي مي

 TAL1/SCLو  TLX1/HOX11 اند كه عملكرد طبيعي نموده مشخص
هاي  و در نمو و تمايز گويچهگيري و نمو طحال  لترتيب در شك به

رسد كه بيان غيرطبيعي  نظر مي به 4و5.خون دخالت دارند
TLX1/HOX11هاي   در سلولTهاي  خاطر وجود چنين ناهنجاري  به

رغم اين  علي. ژنتيكي، يك مرحله مهم در تكامل لوسمي است
شده در  الهاي فع ترين انكوژن  يكي از شايعTLX1/HOX11واقعيت كه 

T-ALLباشد،   ميTLX3/HOX11L2 كه يك عضو از خانواده 

مقدمه
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     و همكارانروشنك آهني      
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TLX1/HOX11درصد موارد 30  است، در T-ALL در كودكان بيان 
 t(5;14)(q35;q32)جايي كروموزومي  هتواند ناشي از جاب شود كه مي مي
هاي سيتوژنتيك  تكنيك 6-8.فعال شدن ژن از نظر رونويسي باشد و

تنها   نهFluorescent In Situ Hybridization (FISH) مولكولي مانند
جايي  هدر برخي موارد قادر به شناسايي جاببسيار گران هستند بلكه 

اند كه  مطالعات نشان داده. باشند مي نt(5;14)(q35;q32)كروموزومي 
 و TLX3/HOX11L2 TLX1/HOX11 هايي مانند فعال شدن انكوپروتئين

TAL1/SCLهاي متفاوت   زير ردهT-ALLكنند و نقش   را مشخص مي
 در حال حاضر تشخيص لوسمي 9.دهنده در كودكان دارند- آگهي پيش

شناسي، ايمونولوژي  كارگيري علوم مختلف مانند بافت هحاد از طريق ب
هايي كه بيشتر مورد استفاده قرار  عنوان روش و سيتوژنتيك به

توانند  شناسي نمي ايمونوفنوتيپ و بافت. يابد گيرند، انجام مي مي
كار  هآگهي در بيماران ب عنوان ابزارهايي براي مشخص كردن پيش به

تواند در  در حالي كه بررسي سيتوژنتيك بيماران لوسميك مي. روند
در اين مقاله  10هاي خاصي را مشخص كند آگهي مواردي پيش

 اين .شده است توصيف Multiplex RT-PCRاندازي يك سيستم  راه
 كه TAL1/SCL و TLX1/HOX11 ،TLX3/HOX11L2روش، شناسايي 

و  PB-ALL ,Peerهاي سلولي لوسميك  صورت اختصاصي در رده به
K562نمايد تر مي شوند، را آسان  بيان مي.  

  

  
 بوده و در گروه ژنتيك (Experimental)اين مطالعه از نوع علوم پايه 

  .سترديده اگپزشكي دانشكده پزشكي انجام 
 ,HPB-ALLهاي سلولي لوسميك  رده: هاي سلولي و كشت سلول رده

Peer  وK562 از انستيتوپاستور ايران خريداري شدند و در محيط 
 03/0  و(FBS) كه با ده درصد سرم جنين گاوي RPMI 1640كشت 

/ سيلين يك درصد پني  وLGlutamin (Roche-Germany)درصد 
 و ºC37كميل شده بود در دماي  ت(Roche-Germany)استرپتومايسين 

CO2پنج درصد كشت داده شدند .  
 ,Tripure (Rocheها با استفاده از   تام سلولRNA: RNAاستخراج 

Germany)هاي كشت  صورت خلاصه ابتدا سلول به.  استخراج شد
 ميليون از پنجتعداد . داده شده توسط لام نئوبار شمارش گرديدند

سانتريفوژ و مايع رويي دور  rpm13000  ثانيه در20مدت  ها به سلول
وسيله پيپت  به رسوب سلولي اضافه و به Tripure از ml1 .ريخته شد

شدت تكان داده   ثانيه به15مدت  سپس تيوب به. كردن هموژنيزه شد
پس از اضافه كردن .  دقيقه در دماي اتاق انكوبه شدپنجمدت  و به

µl200س در  كلروفرم، در دماي اتاق انكوبه و سپxg12000مدت   به
در اين مرحله سه فاز .  سانتريفوژ گرديدندºC4در دماي  دقيقه 15

 است به يك ميكروتيوب RNAشده و فاز مايع رويي كه حاوي  تشكيل
 ميكروليتر RNA 500منظور رسوب دادن  به. جديد منتقل گرديد

ار  دقيقه در دماي اتاق قر10مدت  ايزوپروپانول اضافه كرده و نمونه به
 دقيقه در 10به مدت  xg12000بعد از سانتريفوژ با دور . داده شد

 اضافه %75 اتانول ml1به مايع رويي . نماييم ميسانتريفوژ  ºC4دماي 
 حاصله در RNAدر نهايت آن . سانتريفوژ شد xg7500 نموده و در

DEPC treated RNase free waterدقيقه در  10مدت   حل گرديد و به
- وسيله اسپكتروفتو شده را به  استخراجRNA .ار داده شد قرºC55دماي 

  .تا زمان استفاده نگهداري شد -ºC70و در  گيري متر از نظر كمي اندازه
RT-PCR : براي ساختنcDNA، gµ1 از RNA تام gµ2/0  از رندوم
    مهاركننده ريبونوكلئاز و lµ40  از آب دوبار تقطير،lµ11 پرايمر

mM dNTP5/0دقيقه در  15مدت   بهºC37 200 انكوبه شدند، سپس 
 Moloney Murine Leukemia Virus Reverse واحد آنزيم

Transcriptase (Fermentas Litvania) (MMLV RT) اضافه شده و 
 10در نهايت   درجه انكوبه و42 دقيقه در 60مدت  محلول حاصل به

  .شد قرار داده -70 تا زمان مورد نياز در cDNA و ºC70دقيقه در 
 و تماميت براي چك كردن:  براي تاييد كيفيتcDNAكنترل كردن 

دار   ساخته شده از پرايمرهاي ژن خانهcDNAصحت 
(Housekeeping) Phosphoglucomutase 1 (PGM1)استفاده شد  .

 تا 10از اگزون شماره  (2104 تا 1718پرايمرهاي اين ژن ناحيه 
تمام . دهند ي را تحت پوشش قرار مPGM1 )11اگزون شماره 

تحت  افزار پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق با استفاده از نرم
 طراحي شدند و براي اختصاصي بودن در مورد Primer3وب 

اي  اين پرايمرها به گونه.  چك شدندBlastوسيله برنامه  اهدافشان به
 را Multiplex RT-PCR يكساني براي انتخاب شدند كه شرايط تقريباً

  تقريباًTm (Melting Temperature)توان به  از جمله مي. م آورندفراه
دهد   خصوصيات پرايمرها را نشان مي1جدول  .اشاره كرد يكسان آنها

 مورد استفاده قرار Multiplex RT-PCRقبل از اينكه اين پرايمرها براي 
هاي مورد مطالعه در  گيرند، ابتدا جفت پرايمرهاي اختصاصي انكوژن

هايي كه   از سلولcDNAكارگيري نمونه  ه مجزا، با بPCRاي ه واكنش

  بررسيروش
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-Split out RTاين آزمايش به . كردند، آزمايش شدند آنها را بيان مي

PCR گرادينت  براي هر جفت پرايمر. معروف استRT-PCR دمايي 
 مشترك براي هر Tmانجام شد كه در نهايت منجر به انتخاب بهترين 

 ديگر بيشترين زمان مورد استفاده براي از سوي. سه پرايمر گرديد
 در واكنش Extensionعنوان زمان   بهAmpliconترين  تكثير طولاني

Multiplex RT-PCRانتخاب گرديد  .PCRزير انجام شد  طبق برنامه: 
گراد   درجه سانتي95 دقيقه يك سيكل، پنج به ºC95حرارتي  هاي چرخه

 ثانيه و طي 40گراد  رجه سانتي د72 ثانيه و 30مدت   بهºC58 ثانيه، 30
 . دقيقههفت و پليمريزاسيون نهايي PCR سيكل 30

TA Cloning :هاي  ژنTLX3/HOX11L2 و TAL1/SCL بعد از تكثير 
سازي از ژل آگاروز با استفاده از كيت   و خالص-PCR RT روش به

TA-Cloning (Fermentas, Litvania)شد آن انجام  و طبق دستورالعمل.  
  

  
هاي مورد مطالعه طبق توضيحاتي كه در  براي انجام اين پروژه سلول

 1شكل .  تام استخراج گرديدRNAها ذكر گرديد  روش بخش مواد و
طور كه در  همان .دهند شده را نشان مي  استخراجTotal RNAنمايش 
كيفيت و صحت آن  cDNAشود بعد از ساخت   مشاهده مي2شكل 

 . آزمايش گرديدRT-PCRوسيله  ه بPGMخاص ژن  وسيله پرايمرهاي هب
 TLX1/HOX11هاي  هاي سلولي لوسميك براي بيان ژن غربالگري رده

TLX3/HOX11L2 و TAL1/SCLكه بيان اين سه  مشخص شده است 
ها را   ما ابتدا بيان اين ژنپسشود   ميT-ALLانكوژن باعث پيشرفت 

 .كرديم  بررسيMultiplex RT-PCRسيله و  و سپس بهRT-PCRوسيله  به
شرايط براي : TLX1/HOX11 براي بيان ژن Peerغربالگري رده سلولي 

 بهينه شد و قسمتي از ناحيه كد كننده TLX1/HOX11تشخيص 

TLX1/HOX11) bp180 براي راند اول و bp149از )  براي راند دوم
TLX1/HOX11وسيله  انساني به Semi-nested RT-PCRتفاده از  با اس

cDNA مربوط به رده لوسميك peerمحصولات 1شكل .  انجام شد 
ژن   مربوط بهcDNA. دهد  را نشان ميRT-PCRمربوط به اين 

TLX1/HOX11ًدر وكتور باكتريايي  قبلا pGEX-6p-1كلون شده بود . 

: TLX3/HOX11L2  براي بيان ژنHPB-ALLغربالگري رده سلولي 
 در bp328 شامل TLX3/HOX11L2 ههايي از ناحيه كد كنند قسمت

 2 شكل  وراند دوم از اين ژن تكثير يافتند در bp149 راند اول و
. دهد  را نشان ميSemi-nested Multiplex RT-PCR حاصل ازنتايج 

.  كلون گرديدTA- cloning راند دو در يك وكتور PCRمحصول 
عنوان  به تكي را كه با استفاده از وكتور نوتركيب PCR نتيجه 2شكل 
هايي را كه در آنها PCRما نتايج . دهد كار رفته است را نشان مي الگو به
 وكتور نوتركيب تام رده سلولي مربوطه بوده را با RNA از PCRالگوي 
 با يكديگر 2در شكل  TLX1/HOX11و  TLX3/HOX11L2حاوي 

هدف اصلي از اين آزمايش، ساختن يك كنترل مثبت . ايم مقايسه كرده
ي استفاده از رده سلولي مربوطه براي مطالعات بيشتر از جمله جا به
 و RT-PCRكار بردن اين كلون در هنگامي كه محقق سعي در انجام  هب
  .باشد ، ميدهاي باليني دار بر روي نمونه Multiplex RT-PCR يا

-Semi- nested RTبا تكنيك : TAL1/SCLغربالگري براي بيان ژن 

PCR دو قطعه bp254 و bp169  رده سلولي وK562تكثير شدند  .
. دهد  را براي هر دور تكثير نشان ميPCR موقعيت باندهاي 3شكل 

 .كلون گرديد TA cloningراند دوم در يك وكتور  PCRمحصول 
  با استفادهTAL1/SCL و TLX1/HOX11 ،TLX3/HOX11L2 غربالگري
شناسايي اين آزمايش براي براي انجام : Multiplex RT-PCRاز تكنيك 

  مر طراحيـر شده، سه جفت پرايـزاي ذك سه فاكتور رونويسي سرطان
  
  
  

  Multiplex Rt-PCRترادف پرايمرهاي مورد استفاده در  :1-جدول
  پرايمرهاي راند دوم  پرايمرهاي راند اول فاكتور ترانسكريپشن انكوژني  پرايمر

 

TLX3F 
 

TLX3/HOX11L2 
 

5’-CAGTGTGAACCTGAGCCTAGC-3’ 
 

5’-CAGTGTGAACCTGAGCCTAGC-3’ 
 

TLX3R1   

5’-CGTGCGCGGCTTCTTAC-3’ 
 

 
 

TLX3R2   

 
 

5'-CGATGGAAGCGCTTTTCCA-3' 
 

TAL1F 
 

TAL1/SCL 
 

5’-CATGGTGCAGCTGAGTCCT-3’ 
 

5’-CATGGTGCAGCTGAGTCCT-3’ 
 

TAL1R1   

5’-GGGGAAGGTCTCCTCTTCAC-3’ 
 

 
 

TAL1R2   

 
 

5’-CCGGCTGTTGGTGAAGATAC-3’ 
 

HOF 
 

TLX1/HOX11 
 

5’-TCCCCTGGATGGAGAGTAAC-3’ 
 

5’-TCCCCTGGATGGAGAGTAAC-3’ 
 

HOR1   

5’-AGGTACTTCTGGCGGTGGA-3’ 
 

 
 

HOR2   

 
 

5’-GCATCGGTCATTTTGAGC-3’ 
 

PGMF 
 

PGM1 
 

5'-GCCCGCAGGTCCTCTTTCCCTCACA-3' 
 

 
 

PGMR   

5'-TCCGACTGAGCGGCACTGGGAGTGC-3' 
 

 
  

 هايافته
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  Total RNAش ـايـنم :1-شكل
  %2/1ل ژ شده بر روي استخراج

  .آميزي با اتيديوم برمايد رنگ آگارز
  -RNAترتيب موقيعت  هها ب فلش
  دهند ريبوزومي را نشان مي هاي

  

 
  

                              M            N         Peer          K562         HPB- ALL 
  

  
                                                                                                                   500 
                                                                                                                   400  

  

                                                                                                                   300  
  
  

دهنـده   شـده بـا اتيـديوم برومايـد نـشان          آميـزي  رنـگ % 2/1 ژل آگارز : 2-شكل
از چپ به راست اولـين رديـف        . cDNA براي تعيين كيفيت     RT-PCRمحصولات  

 مربـوط بـه     RT-PCRمحـصولات   .  جفت بازي است   DNA 100مربوط به ماركر    
PGM   چهار رده سلولي  peer و  k562   و HPB-ALL    بانـدهاي  .  را نشان داده است

  .اند  نشان داده شدهPGM تكثير يافته DNAمربوط به اندازه قطعه 
  

  مساوي بود و در عـين حـال  سازي آنها تقريباً  شد كه دماي هم سرشته    
Amplicon  محصولات  . كردند هاي متفاوت ايجاد مي    هايي با طولPCR 

  ).4 شكل ( اندازه متفاوتشان بر روي ژل آگارز قابل تشخيص بودندبا
  

  
هاي كروموزومي خاص يك ابزار كليـدي بـراي          جايي هشناسايي جاب 

  بندي كردن ريسك و پروگنوز در كودكـان مبـتلا بـه            تشخيص و طبقه  
T-ALL هاي مختلف با شدت    هاي درماني كنوني از روش     روش.  است 

هـاي   بچـه  وه ريسك، به بهبود نرخ زنـدگي      هاي متفاوت بر اساس گر    
 11.انـد  كـرده   در برخي از مراكـز كمـك       %80تا حدود    T-ALLمبتلا به   

هاي ما براي    كننده تلاش  اند، توصيف  نتايجي كه در اين مقاله ارائه شده      
  Semi-nested Multiplex RT-PCRلي ـتحلي ستمـك سيـي سازي نهـبهي

  
  
  
  
  
  
  

  
                                                                                500 bp  
                                                                                400 bp  

  

                                                                                300 bp  
  

                                                                                200 bp  
  

                                                                                100 bp  
  
  

شـده توسـط اتيـديوم     آميـزي  رنگ%) 2(ژل آگارز . Split out RT-PCR: 3-شكل
 TLX3/HOX11L2 و TAL1/SCL ،TLX1/HOX11دهنــده تكثيــر  برومايــد نــشان

، HBP-ALLهاي سـلولي     دست آمده از رده    ه ب cDNAترتيب از روي     هانساني كه ب  
Peer   و K562         رديـف اول   . دهـد   با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي را نشان مـي
 ـ4، و 3، 2هاي  ، رديف100bp DNAدهنده ماركر  نشان   دهنـده  ترتيـب نـشان   ه ب

Split out 832( ازTLX3/HOX11L2 ( TAL1/SCL(254bp) ،TLX1/HOX11 (180) 
  .باشند مي منفي آزمايش  كنترل6ت و رديف مثب دهنده كنترل  نشان5رديف . باشند مي
  

                     M      1       2       3        4      5                               

  
  

  
                                                                                                    500 bp  

  

                                                                                                    400 bp  
  

                                                                                                    300 bp  
  

                                                                                                    200 bp  
  

                                                                                                    100 bp  
  

                                                                                                    50 bp  
  

 همزمــان  بــراي تــشخيصMultiplex RT-PCR Semi- Nestedنتــايج : 4-شــكل
%) 2(ژل آگـارز  . TAL1/SCLو  TLX1/HOX11 ,TLX3/HOX11L2هـاي   انكوژن
 Semi-Nestedدهنـده محـصولات    شده توسط اتيديوم برومايـد نـشان   آميزي رنگ

Multiplex RT-PCR هـاي    حاصل از تكثير همزمان مرحله دوم آنكـوژن(169bp) 

TAL1/SCL ،(149bp) TLX1/HOX11و  (254bp) TLX3/HOX11L2ــ ا  ــساني ب  هن
، HBP-ALLسلولي  هاي  مساوي از ردهمخلوط cDNA دست آمده از روي   هترتيب ب 

Peer و K562 50دهنده ماركر  رديف اول نشان. است با پرايمرهاي اختصاصيbp 

DNA   ترتيب مرحله   ه ب 4، و   3،  2هاي   كنترل منفي و رديف   دهنده    نشان اول، رديف
ــا غلSemi-Nested Multiplex RT-PCR دوم ــايهــاي مختلــف پرايمر ظــت ب  ه

  .دهند  را نشان مي2.5pM و 12pM ،10pM ،5pMهاي   شامل غلظتاختصاصي

بحث

45 

TLX3/ HOX11L2 
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 TAL1/SCL  وTLX1/HOX11 ،TLX3/HOX11L2باشد كه شناسايي  مي
 و Peer، HPB-ALLهاي سلولي  صورت اختصاصي در رده را كه به

K562مهمي تواند ابزار اين تكنيك مي. كند شوند را تسهيل مي  بيان مي 
براي كامل كردن آناليز سيتوژنتيك در غربالگري بيماران مبتلا به 

تواند يك روش سريع و كارآمد  لوسمي حاد باشد و از سوي ديگر مي
اگرچه روش . هاي لوسميك باشد براي تعيين خصوصيات سلول

 - ترين ابزارها براي شناسايي ناهنجاري از مهممعمول كاريوتيپ يكي 
با اين وجود روشي مشكل و   است،T-ALLهاي كروموزومي در 

و در اغلب موارد منجر به  باشد  ميlabor intensiveبوده و  گير وقت
 را Pallisgaard، Multiplex RT-PCR 12.شود نتايج منفي كاذب مي

هاي كروموزومي  و ناهنجاري جايي كروموزومي ه جاب29براي شناسايي 
 موازي PCR هشتده از  با استفا واريانت پيرايش80شامل بيش از 

 براي Multiplex RT-PCRمطالعه ديگري، روش   در13.اند كار برده هب
- بهينهMLL/AF4, MLL/ENL هاي ژنتيكي مانند غربالگري ناهنجاري

نتايج اين آزمايشات پيشنهاد كردند كه غربالگري مولكولي . سازي شد
با استفاده از  يك مطالعه  اخيرا14ً.اندازه سيتوژنتيك موفق بوده است به

 رونوشت 29 براي شناسايي Nested multiplex RT-PCR روش
 180اين مطالعه  . انجام گرفته استALLتركيبي در بيماران مبتلا به 

 Nestedهاي ژنتيكي با استفاده از  براي ناهنجاري  راALLمورد 

multiplex RT-PCRهاي سيتوژنتيك مورد بررسي قرار داده   و تكنيك
ها بين  دهنده برخي ناهمخواني  مبتني بر اين مطالعه نشاننتايج. است
هاي  برخي نسخه. هاي مختلف است هاي متفاوت اين روش يافته

وسيله كاريوتيپ شناسايي  توانند به نمي)  درصدپنج(تركيبي مخفي 
 وسيله ه بMultiplex RT-PCRترين كاربردهاي  يكي از مهم 15.شوند

Henze آميزي روش  صورت موفقيت  آنها به.توصيف شده است
Multiplex RT-PCR  كودك مبتلا به 438را براي ALLندكار برد  به .

عنوان   بهTCR و Igهاي  هاي ژن هدف آنها مشخص كردن بازآرايي
 16. بودMinimal Residual Disease (MRD)ماركر كلونال و تشخيص 

هاي  جهت تعيين فاكتورSemi-nested multiplex RT-PCR براي انجام
 سه TAL1/SCL و TLX1/HOX11 ,TLX3/HOX11L2كننده  رونويسي

 مساوي و سازي تقريباً جفت پرايمر اختصاصي با دماهاي هم سرشته
 يكي Multiplex RT-PCR. ها، طراحي شدندAmpliconطول متفاوت 

ها براي غربالگري تعداد زيادي از بيماران مبتلا  از ارزشمندترين روش
 Multiplexبراي تاييد انجام شدن . ان استصورت همزم  بهALLبه 

RT-PCRهاي   و بررسي روش تشخيص از نظر صحت، نياز به كنترل
 در در اين بررسي ما سه انكوژني را كه مكرراً .باشد مثبت و منفي مي

T-ALLهاي سلولي لوسميك كه  شوند، با استفاده از رده  بيان مي
نمايند   مي(overexpress)صورت اختصاصي اين سه انكوژن را بيان  به

 cocktail را با استفاده از يك Multiplex RT-PCRما يك . كلون كرديم
، TLX1/HOX11ي ها ژن cDNAاز  حاصله كه داراي قطعاتي حامل از سه

TLX3/HOX11L2 و TAL1/SCLاگرچه شرايط .  بودند، انجام داديم
Multiplex PCRمتفاوت از تواند  هاي باليني مي  با استفاده از نمونه
Multiplex PCR با استفاده از سيستم cocktail باشد، استفاده از اين 

تواند كنترل مثبت مناسبي باشد براي محققيني كه مايل به   ميها حامل
بر اساس تحقيقات ما، نتايجي كه در . استفاده از اين سيستم هستند

 - آگهي پيشگزارشي هستند كه سه فاكتور  اند، اولين مقاله ارائه شده اين
 Semi-nested  با روشT-ALLدهنده مهم را در كودكان مبتلا به  

Multiplex RT-PCRكنند  شناسايي مي .RT-PCR براي شناسايي هر 
mRNA كد كننده فاكتور رونويسي انكوژن در ALLگير، وابسته   وقت

 Multiplex RT-PCRدر حال حاضر . پذير نيست  امكانمواد و تقريباً به
آسان و ترين تكنيك براي تشخيص  ين و تكرارشوندهتر نمطمئ
  .باشد هزينه و سريع در بيماران سرطاني مي كم
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Background: Leukemia is one of the most common pediatric malignancies. T-cell 
Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL) accounts for 15% of hematopoetic cancers. It 
has been well understood that identification of genetic alterations associated with 
leukemias is very critical. The molecular genetic techniques have promoted the 
identification of leukemia-associated genetic changes that may characterize the most 
accurate predictors of clinical outcome. These considerations reinforce the requirement 
for rapid identification of the abnormalities. 
Methods: Multiplex RT-PCR, a highly sensitive and specific method applied to screen 
simultaneously three most frequent transcription factors, TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2 
and TAL1/SCL which are associated with T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (T-
ALL). 
Results: We describe here our efforts to establish a multiplex RT-PCR analysis system 
that facilitates the detection of these transcription factors which are specifically 
expressed in Peer, HPB-ALL and K562 cell lines, respectively. 
Conclusion: The multiplex RT-PCR technique is a sensitive, valuable and cost-
effective diagnostic tool which could improve our ability to accurately and rapidly risk-
stratification of patients with childhood T-ALL. In order to perform multiplex RT-PCR 
technique researchers do not need bone marrow samples and they can employ this 
method using peripheral blood samples. Therefore, the status of treatment could be 
followed by assessment of the level of mRNA expression of oncogenic transcriptional 
factor using peripheral blood sample. Use of this procedure not only provides the best 
results in short term for specialist, but also clinicians could have opportunities to 
choose suitable treatment strategies with decrement of drug side effects. 
 

Keywords: Multiplex RT-PCR, T-ALL, oncogene, leukemia, cell. 
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