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  15/8/95:  پذیرش مقاله           29/6/95 : دریافت مقاله

 وسمی میلوئیدي مزمن    ل :ه مقدم)CML (   شود که وجود کروموزوم فیلادلفیا و فیـوژن هـاي    زمانی تشخیص داده میABL-BCR در 

 مورد بررسی قـرار  ABL-BCRفیوژن هاي   از نظر شیوع انواع    لوسمی میلوئیدي مزمن    بیمار مبتلا به   58در این مطالعه    . بیماران اثبات شود  

  .گرفتند

   بیماران با کسب رضایت آگاهانـه گرفتـه شـد          ز تکمیل پرسشنامه اطلاعات پایه، نمونه خون       پس ا  :ها مواد و روش. RNA    از نمونـه 

 از جملـه فیـوژن هـاي    ABL-BCR فیوژن هاي مختلف Multiplex RT-PCR و روش cDNAبا استفاده از سنتز . خون استخراج شد

b3a2 ،b2a2 و e1a2مورد مطالعه قرار گرفتند . 

 بیمار که از نظر فیوژن هاي        58  میان از :هایافته ABL-BCR   ،درصـد  5/30(نفـر    18  مثبت بودنـد (    فیـوژنb2a2  ،37    نفـر )71/62 

در ایـن مطالعـه حـضور داشـتند کـه بـرخلاف               زن 33 مرد و    25.  را دارا بودند   e1a2فیوژن  )  درصد 08/3( و سه نفر     b3a2فیوژن  ) درصد

  . مردان مبتلا بیشتر بود ازCMLمطالعات مشابه، جمعیت زنان مبتلا به 

   فیوژن   :گیريبحث و نتیجهb3a2  کیلو دالتونی است، داراي بیشترین شیوع در بین بیمـاران مـورد             210ي پروتئینی      که تولیدکننده 

  .ان مطابقت داشتشده در ایر  با سایر مطالعات انجام )به استثناي جمعیت بیشتر زنان مبتلا(لرستان نتایج این مطالعه در استان . مطالعه بود

 فیوژن  :يهاي کلیدواژهb3a2،فیلادلفیا،  کروموزوم ABL-BCR. 
 

 چکیده
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 مقدمه

ــروف   ــزمن، مع ــدي م ــمی میلوئی ــاري   لوس ــرین بیم ت

رخلاف بــ ایــن نئوپلاســم  .میلوپرولیفراتیــو مــزمن اســت  

 و   وقفه در تمایز و بلوغ سلولی نیست       داراي ،هاي حاد  لوسمی

هـاي    الباً تمایز یافته رده   هاي غ   در نتیجه شمارش بالاي سلول    

میلوئیدي در مغز استخوان و خون محیطی بیماران مـشاهده          

سالی   سن ابتلا به این بیماري از کودکی تا کهن        ). 1(گردد    می

 .سـالی اسـت     متغیر است، اما وقوع آن بیشتر در سنین میـان         

  .)2(ت  از زنان استربیش برابر 7/1شیوع در مردان 

و بدخیم پیش سـاز مـشترك میلوئیـدي         تکثیر کلونال    

). 1،3(مغز استخوان را بیماري میلوپرولیفراتیو مزمن گوینـد         

بندي سازمان بهداشت جهانی، چهـار        بر اساس آخرین تقسیم   

هــاي میلوپرولیفراتیــو مــزمن شــامل  گــروه اصــلی نئوپلاســم

، پلـی ســایتمی ورا،  )CML) (4(لوسـمی میلوئیـدي مــزمن   

رومبوسیتمی و میلوفیبروز مزمن با منشأ ناشناخته       اسنشیال ت 

 لازم به ذکر است که در ایـن تقـسیم بنـدي        ). 5،6(باشند    می

هاي دیگري همچون لوسمی نوتروفیلی مزمن و سندروم          گروه

  ). 7،8(هایپرائوزینوفیلیک هم وجود دارند 

 دخالـت کننـده در ایجـاد         تغییرات ژنتیکی  ترین  از مهم 

CML بازوهـاي بلنـد    میـان  دوطرفـه جـایی    جاب توان بـه     می

و تشکیل کرومـوزوم فیلادلفیـا       22و   9 هاي شماره   کروموزوم

 از  ABL ژن   3´در جابجـایی فیلادلفیـا قـسمت        . اشاره نمود 

 11q22 از کرومــوزوم BCR در کنــار ژن 34q9کرومــوزوم 

-11(آید     به وجود می   ABL-BCRقرارگرفته و ژن هیبرید     

 و  177فعال نمـودن تیـروزین      این فیوژن نقش مهمی در      ). 9

  ).12(درنتیجه آغاز فرایند لوکموژنز به عهده دارد 

هاي مختلـف   فیوژن ،BCRبر اساس ناحیه شکست ژن   

ABL-BCRشامل  b2a2 و b3a2 )  ایجادکننده پـروتئین

P210ــونی ــو دالت ــا ) کیل ــروتئین (e1a2 و ی ــده پ  ایجادکنن

P190 ــونی ــو دالت ــا )  کیل ــد (b3a3 و b2a3و ی ه ایجادکنن

ایجادکننــده ( e19a2 و یــا ) کیلــو دالتــونیP230 پــروتئین

ــروتئین  ــو کP230پ ــونی یل ــد   )دالت ــد آم ــه وجــود خواهن ب

توانـد در پـیش       شایان ذکر است که نوع فیوژن می      ). 10،13(

اي کـه     بـه گونـه   . آگهی و پاسخ به درمان داراي اهمیت باشد       

 ایجــاد کننــده b3a2  وb2a2بیمــاران داراي فیــوژن هــاي 

 کیلو دالتون داراي پیش آگهی بهتـري نـسبت          210ین  پروتئ

  .)10(باشند   میABL-BCRبه سایر موارد 

منظـور بررسـی      اي بـه    تاکنون در استان لرستان مطالعه    

ــم  ــعیت نئوپلاس ــر     وض ــزمن از نظ ــو م ــاي میلوپرولیفراتی ه

هاي ذکر شده انجام نشده اسـت و در ایـن مطالعـه           موتاسیون

هـاي نـام      براي نخستین بار در استان روش تشخیص فیـوژن        

برده شده در بخش مولکولی مرکز تحقیقات داروهاي گیـاهی          

اي استفاده شـدند کـه        گونه  اندازي شد و پرایمرها به    رازي راه   

در  ).14،15(باشـند   هـا     قادر به شناسایی تمامی ایـن فیـوژن       

بیماران داراي مورفولـوژي لوسـمی میلوئیـدي         مطالعه حاضر 

  . بررسی شدندABL-BCRاز نظر فیوژن هاي  مزمن

  هامواد و روش

ــاري   ــالی بیم ــشخیص احتم ــا ت ــاران ب ــاي تمــامی بیم  ه

هـاي فـوق     ولیفراتیو مزمن مراجعـه کننـده بـه درمانگـاه         میلوپر

تخصصی خون اسـتان در طـی پـنج سـال بـا کـسب رضـایت                 

 مورد بررسـی    ABL-BCRهاي مختلف     آگاهانه از نظر فیوژن   

شایان ذکر است که بیماران با تشخیص احتمـالی          .قرار گرفتند 

لوسمی میلوئیدي مـزمن شـامل افـرادي هـستند کـه معمـولاً              

باشـند کـه در آن        لوسیتوز مطلق خون محیطی می    داراي گرانو 

ــامی رده ــامل رده  تم ــیتی ش ــاي گرانولوس ــوتروفیلی،  ه ــاي ن ه

بـه  ) هـاي بـالغ     از میلوبلاست تا سـلول    (ائوزینوفیلی و بازوفیلی    

تعــداد . هــا در گــردش خــون حــضور دارنــد همــراه مونوســیت

هـاي بـالغ بـه        ها کمتر از ده درصد بوده و نوتروفیل         میلوبلاست

هـاي سـفید را       هـا بیـشترین جمعیـت سـلول         اه میلوسیت همر

همچنــین رنــگ آمیــزي آلکــالن فــسفاتاز . دهنــد تــشکیل مــی

تـشخیص  . باشـد  بیمـاران منفـی مـی    نوتروفیلی در بـسیاري از   

 زمانی است کـه بیمـاران داراي فیـوژن          CMLقطعی بیماري   

ABL-BCRیا همان کروموزوم فیلادلفیا باشند .  
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 ml 10 -5حـدود    ABL-BCRبراي تشخیص فیـوژن     

 تهیـه   EDTAبر روي ضد انعقاد     بیماران  نمونه خون محیطی    

 يا هـسته   تـک هـاي      در مدت کمتر از دو ساعت سلول        و گردید

)MNCs(   عملیات اسـتخراج    وشده  جداسازي  فایکول   توسط

RNA      با اسـتفاده از ترایـزول ) TRIZOL Sigma,USA (

  .شد میانجام 

بـر  ) cDNA) Fermentase  استخراج شـده   RNAاز  

توســط روش  ســپس. شــد ی مــاســاس پروتکــل کیــت ســنتز

Multiplex RT-PCRهاي مختلـف    فیوژنABL-BCR 

 مـورد  e19a2 و b2a2 ،b3a2  ،e1a2 ،b2a3 ،b3a3شامل

هــاي مربوطــه  بــراي تــشخیص فیــوژن. بررســی قــرار گرفتنــد

پرایمرهاي مورد استفاده، اندازه ناحیه تکثیري و برنامـه دمـایی        

  . اند  آورده شده3 تا 1داول شماره به ترتیب در ج

  Multiplex PCR براي شده طراحی پرایمرهاي والیت .1 جدول

نام  توالی ΄ به 5΄ 3

 پرایمر

5΄TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG 3΄ CA3- 
5΄ATAGGATCCTTTGCAACCGGGTCTGAA 3΄ C5e- 

5΄ACAGAATTCCGCTGACCATCAATAAG 3΄ B2B 
5΄ACCGCATGTTCCGGGACAAAAG 3΄ BCR-C  

  

و از  ) b3a2(عنوان کنترل مثبـت        به K562از سل لاین    

  .شد عنوان کنترل منفی استفاده  نمونه افراد سالم نیز به

 ذکرشدهاندازه ناحیه تکثیري با استفاده از پرایمرهاي  .2جدول 

 ABL-BCR هاي فیوژنبراي 

 پرایمر نام  محصول  )جفت باز(اندازه ناحیه تکثیري 

808  BCR B2B/C5e- 

385 

310  
b3a2 
b2a2 

B2B/CA3- 

481  e1a2 BCR-C/CA3- 

  

عنـوان کنتـرل داخلـی پروتکـل بـوده و در               بـه  808باند  

منفی بـودن   . تمامی بیماران و نیز افراد کنترل سالم، مثبت بود        

  .شد این باند به معنی عدم کارکرد صحیح روش محسوب می

  

  

  

  Multiplex PCR  دماییبرنامه. 3جدول 

سیکل بر  هر زمان

 حسب ثانیه

 مراحل سیکل هر دماي

PCR 

10 °100  1  

60  °96 2  

120 °58 3  

90 °72 4  

20 °100 5  

20 °97 6  

35 °56 7  

15 °62 8  

10 °75 9  

35 °73 10  

   10 تا 5 بار از مرحله 31  

600  °72  11  

  

آمار توصیفی    و روش  SPSSافزار     توسط نرم  ها  دادهدرنهایت  

 و آمـار تحلیلـی آنـالیز      هـا  یفراوان ـحراف معیـار و     شامل میانگین، ان  

  .مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفتند واریانس چند متغیره

  ها یافته

از میان صد نفر بیمار داراي مورفولوژي میلوپرولیفراتیـو     

 58از .  نفر از نظر کروموزوم فیلادلفیا مثبت بودنـد        58 مزمن،

، b2a2داراي فیـوژن    )  درصد 30( نفر   18بیمار مورد مطالعه    

 1/5( سـه نفـر       و b3a2داراي فیـوژن    ) درصد 9/63( نفر   37

ــد ــوژن داراي ) درصـ ــد e1a2فیـ ــنی  . بودنـ ــانگین سـ میـ

 31ها مرد و      آن  نفر 24  سال بود که   48±14ن  کنندگا  شرکت

نکتـه جالـب توجـه افـزایش تعـداد      . )4جدول (نفر زن بودند  

 7/41مردان   درb2a2شیوع . زنان مبتلا نسبت به مردان بود    

در حـالی  .  درصـد بـود  3/58 در مردان    b3a2درصد و شیوع    

 در  b3a2 درصـد و شـیوع       8/25 در زنـان     b2a2که شـیوع    

  . درصد بود2/74 زنان مبتلا
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هـا     آمده است، فراوانی فیـوژن     4همانطور که در جدول     

 بـیش از    CMLدهد کـه میـزان ابـتلاي زنـان بـه              نشان می 

 داراي b2a2نـان از نظـر فیــوژن   مـردان اسـت و از طرفــی ز  

 داراي  b3a2فراوانی کمتري نسبت به مردان و از نظر فیوژن          

  .باشند فراوانی بیشتري نسبت به مردان می

  بحث و نتیجه گیري

ــزمن رده      ــدخیمی م ــه ب ــزمن ب ــدي م ــمی میلوئی لوس

 که با افـزایش تعـداد       شود  میهاي خونی گفته      میلوئیدي سلول 

ات مختلفـی از عـدم بلــوغ    سـفید خـون بـا درج ـ   هـاي  گلبـول 

). 16 (هاي گرانولوسیتی در هنگام تشخیص همراه اسـت         سلول

هـا در بیمـاران درمـان نـشده          ها و پرومیلوسـیت    نوسان بلاست 

ها در زمان تـشخیص بالاسـت و          شود، تعداد پلاکت    مشاهده می 

نمی نورموکرومیک و نورموسـیتیک وجـود       آدرجات خفیفی از    

 ).6،17 (دارد

 درصد از تمامی انواع     8دهند که     میمطالعات نشان   

به لوسمی میلوئید مزمن اختـصاص       انگلستان لوسمی در 

ــد   ــورد جدی ــر روز دو م ــشخیص داده CMLدارد و ه  ت

شوند و بیش از پنجاه درصـد ایـن افـراد داراي سـن                می

این در حالی است که آمـار ابـتلا         .  سال هستند  65بالاي  

). 18(ست  ا درصد   10 در ایالات متحده حدود      CMLبه  

 نقــش مهمــی در ABL-BCRشناســایی واریــان هــاي 

در ). 4،19،20 ( دارنـد  CMLتشخیص و درمان بیماران     

 از نظـر    CMLاین مطالعـه بیمـاران داراي مورفولـوژي         

 مــورد بررســی قــرار ABL-BCRشــیوع فیــوژن هــاي 

 بیمـار فیلادلفیـا مثبـت،       58درنهایـت از میـان      . ندگرفت

بـه ترتیـب     e1a2 و   b2a2  ،b3a2هـاي    فیـوژن فراوانی  

 فیـوژن   دهـد   مـی که نـشان      بود 3/80 و   62/71 و   30/5

b3a2 داراي  دالتـونی   کیلو 210 پروتئین   ي  تولیدکننده 

 .بیشترین شیوع در بین بیماران مورد مطالعه بوده اسـت      

از سوي دیگر آمار جهـانی ابـتلا بـه لوسـمی میلوئیـدي              

 مزمن نشان دهنده میزان شیوع بیشتر بیماري در مردان     

است در صورتی که در این مطالعه نـسبت ابـتلاي زنـان             

 در زنـان    b2a2بیش از مردان بـود و همچنـین فیـوژن           

 درصد در مقابل 8/25(داراي شیوع کمتري از مردان بود 

  ). درصد7/41

 بیمار ایرانی مبتلا بـه  79قوام زاده و همکاران با مطالعه   

CML    شـیوع    2008 در سال b3a2   درصـد و شـیوع      62 را 

b2a2 21( درصد گزارش نمودند 20 را.(  

 کـه   دنـد  نـشان دا   2013 و همکاران در سال      نور  بن

 با افـزایش    b3a2سطح پلاکت در بیماران داراي فیوژن       

بیشتري نسبت به سطح پلاکت در بیماران داراي فیوژن         

b2a2   در سـایر پارامترهـا      کـه   بوده است درحالی   همراه 

طالعـه مـشابه    در م ). 22(شت   وجود ندا  معناداريتفاوت  

 و  b2a2هـاي     و همکـاران ارتبـاط فیـوژن      ر، پررگـو    دیگ

b3a2         با پارامترهایی مثل سن و جنس و WBC   و Hb 

سـطح پلاکـت در     که   نمودند مشخص   وبررسی  را   pltو  

). 23(بــوده اســت  b2a2 بیــشتر از تــوالی b3a2گــروه 

داري بـین فیـوژن     روساس و همکاران نیز ارتبـاط معنـی       

b3a2رش پلاکــت در مکزیــک گــزارش  و افــزایش شــما

جنس اساس بر مطالعه مورد افراد در ها فیوژن فراوانی .4جدول   

 فیوژن
 

b2a2 b3a2 
 تعداد کل

 24 14  10 تعداد
 مرد

 %100 %3/58 %7/41  درصد

 31 23 8 تعداد
  جنس

 زن
 %100 %2/74 %8/25 درصد

 55 37 18 تعداد
 تعداد کل

 %100 %3/67 %7/32 درصد
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مطالعات مشابه دیگـر نیـز کمـابیش ایـن          ). 24(نمودند  

  ). 25- 28 (یندنما مطالب را تأیید می

هاي نژادي در لرستان، نتـایج حاصـل از        رغم ویژگی   علی

شده در ایران، مـشابه       این مطالعه با نتایج سایر مطالعات انجام      

 ـ            . بود  CMLه  هرچند کـه در مطالعـه حاضـر، زنـان مبـتلا ب

  .جمعیت بیشتري را به خود اختصاص داده بودند

  تشکر و قدردانی

آوري   بدین وسیله از معاونـت محتـرم تحقیقـات و فـن            

حمایت مالی و نیـز از       دانشگاه علوم پزشکی لرستان به سبب     

مــسئولین محتــرم مرکــز تحقیقــات داروهــاي گیــاهی رازي  

 .اییمنم آباد مراتب سپاس و قدردانی خود را اعلام می خرم
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