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  چكيده

 آزاد در مخـزن   و نوكلئوتيـدهاي DNAدآميناسـيون  اكـسيداتيو  ي سـلولي،   ها  ب انواع آسي  ترين  مهم يكي از    :هدف

وانـد  ت  ميدر ساختار ژنوم    ) ITP  ،dITP  ،XTP(مشاركت نوكلئوتيدهاي دآمينه غيرعادي     . نوكلئوتيدي سلول است  

واند منجـر   ت  ميپيشنهاد شده است كه انباشت اين نوكلئوتيدها        . يي بازها را افزايش دهد    جا  بهي جا ها  شفراواني جه 

 كـد شـده توسـط ژن        ITPaseآنـزيم   . ودش ـ  مي ها  نسرطا وها    ي بيمار  انواع ساز  زمينهبه ناپايداري ژنتيكي شود كه      

ITPA   هـدف ايـن   .  از طريق حذف بازهاي پوريني دآمينـه از مخـزن نوكلئوتيـدي اسـت    ها ل مسئول حفاظت سلو

زمينـه ژنتيكـي بـراي        يك عامل مهـم در ايجـاد پـيش         عنوان  به ITPAمطالعه بررسي نقص احتمالي در فعاليت ژن        

  .يي از جمله سرطان لوسمي ميلوئيدي مزمن استها يكروموزومي و بدخيمي ها يناهنجار

كمي و     نيمه RT-PCR نمونه سالم با استفاده از       21 بيمار لوسمي ميلوئيدي مزمن و       23 در   ITPA بيان ژن    :ها  مواد و روش  

 cDNAت آمده از تكثير     دس  هاي غيرعادي به    واريانت. گيري شد   عنوان ژن كنترل داخلي اندازه       به GAPDHكارگيري ژن     به

  .ها مقايسه شد افزارهاي بيوانفورماتيكي توالي آن  كلون و تعيين توالي شد و با استفاده از نرمITPA ژن

 ـ              در ITPA بيانگر كاهش بيان ژن      ها  ه داد :نتايج ي هـا   هبيماران مبتلا به لوسمي ميلوئيدي مـزمن در مقايـسه بـا نمون

ود كـه يكـي داراي   ش ـ مـي  توليـد  ها هه بر رونوشت اصلي در برخي نمون     همچنين دو نوع رونوشت علاو    . سالم بود 

  .است )ORF(چارچوب خواندني  نوكلئوتيدي در ناحيه 77 نوكلئوتيدي و ديگري حذف 123حذف 

 ITPase در بيماران لوسمي ميلوئيدي مزمن فعاليت آنزيمي ITPAرسد كه با كاهش بيان ژن نظر مي  به:گيري نتيجه

دهنده ناپايداري ژنتيكي در اين بيمـاران         عنوان يك عامل افزايش    تواند به   اختلال در بيان اين ژن مي      طبيعي نبوده و    

 .در نظر گرفته شود
  

  .لوسمي ميلوئيدي مزمن، ITPA اكسيداتيو دآميناسيون، :كليدواژگان

   مقدمه-1

يي هـا   ب طبيعي در معرض آسي    طور  به ها  لمواد ژنتيكي سلو  

 عوامـل   تـرين   مهـم از  . يرنـد گ  مـي قرار  از داخل يا خارج سلول      

 ـ مـي  هـا  لزا در مـواد ژنتيكـي سـلو     رسـان و جهـش     آسيب   وانت

  

ــه  ــا ب ــد راديك ــيميايي و فيزيكــي مانن ــل ش ــا لعوام ــاله   ي فع

 و نيتـروژن  )Reactive Oxygen Species: ROS(اكـسيژن  

)Reactive Nitrogen Species: RNS ( از. ]2  ،1[اشاره كرد  
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ي هـا   ب حفظ پايداري ژنـوم در برابـر آسـي          براي ها  لطرفي سلو 

 ـ      هـا   م، به مكانيـس   DNAوارده به     اي  دهي ترميمـي دقيـق و پيچي

هـد كـه تجمـع      د  مـي ي متعددي نشان    ها  شگزار. اند  همجهز شد 

ي ترميمي منجـر بـه      ها  م يا اختلال در سيست    DNA در   ها  بآسي

) Genetic Instability(ايجــاد جهــش و ناپايــداري ژنتيكــي 

 ساز  زمينهواند در نهايت منجر به مرگ سلولي يا         ت  ميد كه   شو  مي

 اكسيداتيو دآميناسـيون  . ]4 ،  3[ها شود     وجود آمدن انواع سرطان     به

)Oxidative Deamination ( ها  انواع آسيب ترين مهميكي از

 ژنومي و   DNAها است كه در دو سطح         به مواد ژنتيكي سلول   

. ]5[دهـد     يمخزن نوكلئوتيدهاي آزاد داخل سيتوزول روي م ـ      

در شـرايط  و هـا    در سـلول خود بـه خـودي  طور  اين فرايند به  

 دهـد امـا تحـت شـرايط اسـترس اكـسيداتيو             فيزيولوژيك روي مي  

)Oxidative Sterss (هـاي فعـال اكـسيژن و نيتـروژن      توسط گونه

 بـنفش  يو اشعه ماورا) Nitric Oxide: NO(مانند اكسيد نيتروژن 

)Ultraviolet: UV (طـي ايـن رونـد،     .يابد  افزايش ميها در سلول

جـاي  ) Guanine(گوانين   و) Adenine(گروه آمين بازهاي آدنين     

 ايـن بازهـا   ترتيـب  داده و بـه ) Keto group( خود را به گروه كتو

ــوگزانتين  ــه هيپ ــديل ب  و گــزانتين) Hypoxanthine: HX(تب

)Xanthine: X (ها نشان داده است كه باز  بررسي. ]7 ، 6[شوند  مي

 بـا بـاز   ) Thymine(توانـد عـلاوه بـر تيمـين           لي هيپوگزانتين مـي   آ

باز گـزانتين   . باز دهد   تشكيل جفت نيز  ) Cytosine(سيتوزين  

بنابراين ورود و   . باز با آدنين را دارد      نيز توانايي تشكيل جفت   

توانـد     مـي  RNA و   DNAتجمع اين بازهاي تغيير يافتـه در        

 جــايي بازهــا هــايي از نــوع جابــه منجــر بــه افــزايش جهــش

)Substitution Mutation(ناپايداري ،، تغيير اطلاعات ژنتيكي 

ــود    ــي ش ــواد ژنتيك ــرد م ــتلال در عملك ــي از . ]8-6[و اخ يك

 جلوگيري از ورود بازهـاي      برايي ترميمي   ها  م مكانيس ترين  مهم

ســازي مخــزن  ، پــاكRNA و DNAتغييــر يافتــه بــه ســاختار 

اي است كـه داراي بـاز    نوكلئوتيدي از نوكلئوتيدهاي سه فسفاته 

 درسـطح مخـزن نوكلئوتيـدي       بـر همـين اسـاس     . اند  هتغيير يافت 

فـسفات پيروفـسفاتاز      آنزيمـي بـه نـام اينـوزين تـري          هـا   لسلو

)Inosine Triphosphate Pyrophsphatase: ITPase(دار  عهده 

، ITP  ،dITPدآمينه    سه فسفاته  )Purine ( بازهاي پورين  حذف

XTP 9[كند    هيدروليز مي  ها   آن شكل مونوفسفات  را به    ها   و آن   شده[ .

ايـن ژن روي بـازوي كوتـاه        . شود   كد مي  ITPAاين آنزيم توسط ژن     

اي  cDNA كيلوباز قـرار دارد و       14 طولي در حدود    با 20كروموزوم  

چـارچوب    ايـن ژن يـك     cDNA. كنـد   كد مي  را  كيلوباز 1/1 طول  به

 تيـدي دارد  نوكلئو584 (Open Reading Frame: ORF) خواندني

 كيلودالتون را كـد     22 اي با وزن تقريبي     اسيدآمينه 194كه يك پروتئين    

ــي ــد م ــي  . كن ــانواده ژن ــسياريITPAخ ــودات  در ب ــده از موج   زن

  مكانيـسم عمـل آن      و ITPase شناسايي شـده و سـاختمان پـروتئين       

  .انـسان مـشخص شـده اسـت       تـا    باكتري مانند هاي مختلف   گونه در

ــوگ  ــامي  ITPAژن  )Ortholog(ارتول ــه اس ــر،  در Hamp1ب مخم

rdgBو   در اشرشــــياكليNTPase در متــــانوكوكوس جاناشــــي 

(Methanococcus Jannaschii)13-10[  شناسايي شده است[.  

 در انسان و موش بـه مقـدار زيـاد و در تمـامي               ITPAژن  

يي در مورد وجـود ارتبـاط       ها  شگزار. ]9[ود  ش  مي بيان   ها  تباف

ي هــا ي و بيمــارITPAملكــرد ژن احتمــالي بــين اخــتلال در ع

سـد كـه افـزايش در غلظـت         ر  مـي  نظـر   بـه . انساني وجـود دارد   

  وانـــد در شـــرايط خـــاصت مـــيسوبـــستراي ايـــن آنـــزيم 

  بـراي . هاي اكـسيداتيو بـراي سـلول مـضر باشـد           مانند استرس 

   ممكــنITPهــد د مــينــشان شــواهدي وجــود دارد كــه مثــال 

  كرومــوزومي در بيمــاري ي هــا ت شكــسيدر القــا اســت

همچنـين  . ]14[  نقش داشته باشد   )Scleroderma( اسكلرودرما

 dITP و   ITPدر گزارشي نشان داده شده است كه اضافه شدن          

وانــد ميــزان نقــايص ســاختاري ت مــيي ســلولي هــا تبــه كــش

كـاهش  عـلاوه بـر ايـن       . ]16،  15[ را افزايش دهد     ها  مكروموزو

 وئيـد  در بيمـاران مبـتلا بـه اسـكيزوفرني پاران          ITPaseفعاليت  

(Paranoid Schizophernia)  و چند بيمار عقب مانده شـديد 

. شـده اسـت  گزارش  نيز (Sever mental retardation) ذهني

در افـراد مبـتلا بـه       نيـز   اختلال در عملكرد طبيعي ايـن ژن        اخيراً  

 (Acute Myeloid Leukemia: AML) سرطان حاد ميلوئيدي

 (Myelodysplastic syndrome)  ميلوديـسپلازي نـشانگان و 

 rdgB بـراي ژن     (Null)  نـول  ايكلـي  .]17[ گزارش شده است  

 را نـشان    DNAشواهدي دال بر افزايش جهش و ناپايداري در         

هـاي درگيـر در سيـستم         داده و همراهي آن با جهـش در سـاير ژن          
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 سبب recABCو ) recA) Recombinase A مانند DNAترميم 

رسـد اخـتلال در       يم ـ نظـر    از اين رو به    .]12[شود    مرگ سلول مي  

ايجـاد ناپايـداري ژنتيكـي در        سـاز   تواند زمينـه    عملكرد اين ژن مي   

تـرين    يكـي از مهـم    . هـاي پروكـاريوت و يوكـاريوت شـود          سلول

وجود ناپايداري ژنتيكي گـسترده      هاي سرطاني،   خصوصيات سلول 

رسد كه ناپايداري ژنتيكي نـه تنهـا          نظر مي   به. ها است   در اين سلول  

عنـوان فـاكتوري در    شود بلكـه حـداقل بـه    ور مي باعث تشكيل توم  

افزايش زيـاد   . ]18[تواند در نظر گرفته شود        پيشرفت تومور نيز مي   

 و عــدم توانــايي سيــستم تــرميم بــراي بازيــابي DNAآســيب بــه 

هـاي ترميمـي      يكپارچگي و تماميـت ژنـوم و نيـز وجـود سيـستم            

 نيـستند، از عوامـل      DNAديده كه قادر به اصلاح آسيب بـه           آسيب

  .شوند اصلي ناپايداري ژنتيكي محسوب مي

 (Chronic Myelogenous Leukemia: CML)لوسمي ميلوئيدي مزمن 

كـه در     اسـت  (Leukemia)هـا     يكي از انواع شايع لوسـمي     

جـايي    جابـه   درصد از موارد عامل ايجاد آن يـك        95بيش از   

)Translocation (        9دو طرفه بين بازوهاي بلند كرومـوزوم 

ــا   22و  ــوزوم فيلادلفيـ ــاد كرومـ ــث ايجـ ــه باعـ ــت كـ  اسـ

)Philadelphia Chromosome (درصـد ديگـر   5. شود مي 

ها  هاي پيچيده و متنوعي در ديگر كروموزوم جايي هشامل جاب

يك ژن   جايي فيلادلفيا   گزارش شده كه در نتيجه جابه     . است

شـود و      توليد مـي   BCR-ABLغيرطبيعي  ) Hybrid(دورگه  

نـام   اين ژن قادر به كد نمـودن يـك پـروتئين غيرطبيعـي بـه       

BCR-ABL-Tyrosine-Kinase كه باعـث افـزايش       است

شـواهد  . ]21- 19[ شـود   اي سفيد خون مي   ه  غيرعادي گلبول 

 BCR-ABLن  دهـد بيـا     روزافزوني وجود دارد كه نشان مـي      

كند كـه توانـايي       را شروع مي   هاي ژنتيكي   اي از ناپايداري    چرخه

 دارد، از ايـن رو      CMLهـاي     در سـلول   ها را   ايجاد ديگر جهش  

در پيشرفت ايـن سـرطان نقـش چـشمگيري           ناپايداري ژنتيكي 

عملكـرد   رسـد اخـتلال در      نظر مي   كه به  جايي آن از .]22[دارد  

ITPase ناپايـداري  هـاي انـساني و       ايجـاد بيمـاري    درتواند    مي 

 عنوان  بهITPAبيان ژن در اين تحقيق    ژنتيكي نقش داشته باشد،     

فاكتور در ايجاد يا افزايش فراوانـي ناپايـداري ژنتيكـي در            يك  

  .ه استمورد مطالعه قرار گرفت CMLسرطاني هاي  سلول

  ها ش مواد و رو-2

  ي مورد مطالعهها هسازي نمون  آماده-2-1

هاي بيماران از افرادي كه توسط متخصص خون و           نمونه

دادنـد و      را نشان مي   CMLسرطان كه علائم باليني مطابق با       

هاي مولكولي به آزمايشگاه معرفي شـده         براي انجام آزمايش  

يي ميــان جــا بودنــد انتخــاب و پــس از تأييــد وجــود جابــه

ــوزوم ــاي  كروم ــدند 22 و 9ه ــي ش ــه بررس ــن مطالع .  در اي

همچنين افراد سالم و كنتـرل براسـاس عـدم وجـود علائـم              

 در آنـان انتخـاب      22 و   9جـايي كرومـوزومي       باليني و جابه  

  نمونه خون محيطي   ليتر   ميلي 10 تا   5بر همين اساس    . شدند

 فرد سالم پـس از كـسب رضـايت          21 و   CML بيمار   23از  

هاي خون بـه آرامـي در يـك           نمونه. ها گرفته شد     از آن  كتبي

 EDTA ميكروليتـر محلـول      100ليتري حاوي      ميلي 10لوله  

(Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) با غلظت نيم 

 ريخته شد و همزمان لوله تكان داده شد تـا           =pH 8مولار و   

ــا  ــهEDTAخــون ب خــوبي مخلــوط و از لختــه شــدن آن   ب

هاي سفيد خون بـا اسـتفاده از          سپس گلبول . جلوگيري شود 

جداسازي و براي آناليز مولكولي ) Bahar Afshan(فايكول 

 .استفاده شدند

  

  cDNA و ساخت  RNA استخراج-2-2

 سلول گلبول سفيد جدا شده از خون محيطي با اسـتفاده            106از  

، )RNX) RNA extraction solution) (Cinnagenاز محلـول  

RNA   كميت و كيفيت    .  كل استخراج شدRNA     استخراج شده بـا 

ــد   ــابي ش ــپكتروفتومتر ارزي ــورز و اس ــتفاده از ژل الكتروف  5از . اس

عنـوان آغـازگر     بـه dT-18  كل با استفاده از اليگوRNAميكروگرم،  

(Primer)    براي ساختن cDNA   سـاخت   .  استفاده شـدcDNA   بـا 

و طبق دستور شـركت     ) cDNA) Cinnagenاستفاده از كيت سنتز     

 از آغازگرهـاي    ITPAبراي بررسـي بيـان ژن       . زنده آن انجام شد   سا

عنوان كنترل داخلي از آغازگرهاي اختصاصي ژن  ژن و به اختصاصي

GAPDH)   1جدول (      افـزار     كه با اسـتفاده از نـرمGenerunner) (

  .طراحي شده بودند استفاده شد
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  22-9يي كروموزومي جا  بررسي مولكولي جابه-2-3

 RT-PCR از يـك     CMLولكولي بيماران   منظور تشخيص م    به

هـاي    بـراي شناسـايي واريانـت   (Multiplex RT-PCR)چندگانه 

mRNAاستفاده شد22-9جايي كروموزومي   ناشي از جابه .  

ي مختلفـي   هـا   ن جفت آغازگر كه در مكا     2اين اساس از     بر

). 1جدول  (رفتند استفاده شد    گ  مي قرار   ABL و   BCRروي ژن   

بـه  اي انجام شده اسـت كـه بـا توجـه             ونهگ طراحي آغازگرها به  

ي متفـاوت   ها  ه، قطعاتي با انداز   22منطقه شكست در كروموزوم     

  .]23[يي كروموزومي است جا بهجاتأييد كننده د كه شو  ميتكثير 

يي كرومــوزومي جــا بــهبــراي بررســي مولكــولي وجــود جا

: انجـام شـد    صورت زير   چرخه به  35 و در تعداد     PCRواكنش  

 كه با دماي  ثانيه300مدت  به گراد سانتي درجه 94در ابتدا دماي 

   ثانيــه، بــراي اتــصال آغازگرهــا دمــاي30 مــدت بــه درجــه 94

  مـدت  بـه  درجـه    72، تكثير در دماي      ثانيه 50 مدت  به  درجه 63

  . درجه انجام شد72ثانيه در  600مدت   به نهايي ثانيه و تكثير 60
  

  ITPAكمي بيان ژن   بررسي نيمه-2-4

 از دو دسـته آغازگرهـاي       ITPAمنظور بررسـي بيـان ژن        به

ــصاصي ژن  ــي  ITPAاختـ ــرل داخلـ ــاي ژن كنتـ  و آغازگرهـ

GAPDH) استفاده شد) 1جدول.  
  

 . اين تحقيق توالي آغازگرهاي استفاده شده در1جدول 

BCR-C 5’ ACCGCATGTTCCGGGACAAAAG 3’  

B2B  5’ ACAGGATTCGCTGACCATCAATAAG 3’  

C5E  5’ ATAGGATCCTTTGCAACCGGGTCTGAA 3’  

CA3  5’ TGTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG 3’ 

F)(GAPGH 5’ CCAGCCGAGCCACATCGCTC 3’  

R)(GAPDH 5’ ATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT 3’  

5-1ITPA  5’ GTAACCGGGGATCACCATGGC 3’  

3-1ITPA  5’ GAAGTCAAGCTGCCAAACTGC 3’  

  

 و ژن كنتـرل داخلـي       ITPAكمي بيـان ژن       براي ارزيابي نيمه  

 GAPDH  ،25 و بـراي     ITPA  ،35تعداد چرخه بهينه بـراي ژن       

 PCRهاي    رخهچ.  تعيين شد  PCRچرخه با استفاده از گراديانت      

 درجـه   94تـدا دمـاي     در اب : ترتيب عبارت بـود از      استفاده شده به  

 30مـدت     بـه  درجـه    94 ثانيه كه با دماي      120مدت    گراد به   سانتي

،  ثانيـه  30مـدت     بـه   درجـه  56ثانيه، براي اتصال آغازگرها دماي      

 در دماي    نهايي  ثانيه و تكثير   60مدت    به درجه   72تكثير در دماي    

  .ثانيه انجام شد 300مدت   بهگراد  درجه سانتي72

 روي ژل آگارز برده     PCRهر محصول   سپس مقدار مساوي از     

 ITPA شـدت بانـدهاي مربـوط بـه          Uvtecافـزار     شد و توسط نرم   

عنوان ميزان بيان ژن   بهGAPDHنسبت به شدت باندهاي مربوط به 

ITPAهاي بيمار و كنترل ارزيابي و مقايسه شد  در نمونه.  

  

  ITPA ژن cDNA كلون كردن -2-5

بررسي بيـان    ژن در  cDNAقطعات غيرعادي حاصل از تكثير      

پـس  . استخراج شد  از ژل ) Bioneer( با استفاده از كيت      ITPAژن  

هـاي    كلـوني ) T) T-vector) (Fermentasاز كلون كردن در ناقل      

 در محيط   DH5αسفيد نوتركيب حاصل از ترانسفورم شدن باكتري        

و ) Ampicillin(سـيلين    ميكروگرم آمپي100 كشت انتخابي حاوي  

  )W/V:  درصـد وزنـي بـه حجمـي        20(وليتـر    ميكر 40 در حضور 

 )X-Gal) 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-β-galactoside از

ــر 5و  ــي 20( ميكروليتـ ــه حجمـ ــي بـ ــد وزنـ  IPTG)  درصـ

)Isopropyle-1-thio-β-galactoside ( براي تأييـد   . انتخاب شدند

 PCRو تأييد اندازه قطعه كلون شده از كلوني ) Cloning(كلونينگ 

هاي حاوي قطعات مـورد       كلوني. ي عمومي استفاده شد   از آغازگرها 

نظر انتخاب و پس از تكثير و جداسـازي پلاسـميدهاي نوتركيـب،             

  .براي تعيين توالي ارسال شدند

  

   آناليز نتايج-2-6

 و آزمـون    10 نـسخه    SPSSافزار    ها از نرم    براي آناليز آماري داده   

ين بيـان ژن   براي مقايسه ميـانگ    (Mann-Whitney)ويتني    آماري من 

براي بررسـي تـوالي مقايـسه       . در دو گروه بيمار و كنترل استفاده شد       

افزارهــاي  هــا از نــرم رديفــي آن دســت آمــده و هــم هــاي بــه تــوالي

Generunner و 05/3 نسخه Clustal W استفاده شد83/1 نسخه ،.  

  

   نتايج-3

 در  CML در بيماران مبتلا به      ITPAدر اين تحقيق بيان ژن      

  در ابتدا افراد بيمار توسـط      . گيري شد  افراد سالم اندازه  مقايسه با   
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 باز  جفت500

  

  

  

  

  

  

 و  b3a2ي كايمريـك    ها  تدهنده رونوش   نشان ترتيب  به باز  جفت 310 و   باز  جفت 385باندهاي با اندازه    . CMLمربوط به تعدادي بيمار     چندگانه   RT-PCR نتايج   1شكل  
b2a2 كه در بيماران است CML ي نيز ناشي از تكثير رونوشت باز جفت 808باند . ودش مي ديدهBCRطبيعي است .  

  

  

  

  

  

  
  

ي كنترل كه فاقد ها ه كه در نموناست BCRمربوط به تكثير رونوشت  باز جفت 808باند با اندزه  ). كنترل(مربوط تعدادي از افراد سالم      چندگانه   RT-PCR نتايج   2شكل  
 كه در استيي كروموزومي فيلادلفيا جا به حاصل جاb3a2 مربوط به تكثير رونوشت باز جفت 385باند . ودش ميباند ديده يي كروموزومي فيلادلفيا هستند تنها اين  جا  بهجا

  .ودش مييي ديده جا بهنمونه كنترل داراي اين جا
  

جـايي    هـاي حاصـل از جابـه        آناليز مولكولي براي وجـود واريانـت      

جـايي   جابـه  و افراد كنترل براي عدم وجود ايـن       22-9كروموزومي  

 نـشان داده    1طور كه در شكل       همان). 2 و   1هاي    شكل(تأييد شدند   

جايي كروموزومي داراي باندي بـا        هاي داراي جابه    شده است نمونه  

  .هاي خود هستند باز در سلول  جفت310باز و يا   جفت385اندازه 

ــان ژن  ــايج بررســي بي ــهGAPDH و ژن ITPAنت منظــور   ب

در افـراد  ) Semi-quantitative RT-PCR(كمـي   ارزيابي نيمـه 

 بـا توجـه بـه       . نشان داده شده است    4 و   3سالم و بيمار در شكل      

 در افراد سالم، بياني متوسط را نشان        ITPAنتايج حاصل بيان ژن     

دهد در حالي كه بيان ژن در افراد بيمار داراي تنوع بيان بـوده                مي

ر مطالعـه   منظـو   بـه . دهد  تري را نشان مي     و در مجموع ميزان پايين    

 براي مقايـسه ميـانگين بيـان ژن در دو           ويتني  آماري، از آزمون من   

براسـاس نتـايج ايـن      ) 1 نمودار(گروه بيمار و كنترل استفاده شد       

آزمون، ميانگين بيان ژن در گـروه بيمـاران در مقايـسه بـا گـروه                

  .دهد را نشان مي) P>05/0(داري  كنترل كاهش معني

دهاي ديگري عـلاوه بـر بانـد        در بررسي نتايج بيان ژن، بان     

كه بـا   .  ژن مشاهده شد   ITPA ژن   cDNAاصلي مورد انتظار از     

 از ژل استخراج    ها  هتوجه به تكرار اين باندها در تعدادي از نمون        

پس از انجـام واكـنش الحـاق، بـاكتري          .  كلون شد  Tو در ناقل    

DH5αي حــاوي هــا ينوكلــ.  بــا محــصول آن ترانــسفورم شــد

 و PCRتخــاب و بــا اســتفاده از كلــوني پلاســميد نوتركيــب ان

در نهايـت دو    ). 5 شـكل (آغازگرهاي عمـومي بررسـي شـدند        

تـر از بانـد مـورد انتظـار بودنـد            كلون كه داراي باندي كوچـك     

باز و نوع      جفت 482طول    اي به   نوع اول داراي قطعه   . دست آمد   به

با توجـه بـه نتـايج       . باز بود    جفت 528طول    اي به   دوم داراي قطعه  

ها جـدا شـده و        دست آمده، پلاسميدها پس از تكثير از باكتري        به

هـاي حاصـل نـشان داد كـه           بررسـي تـوالي   . تعيين توالي شـدند   

 از  3 و   2بـازي داراي حـذف كامـل اگـزون             جفت 482واريانت  

cDNA   ژن ITPA   و دارد   نوكلئوتيد   123برابر با    ي است كه طول

 528انـت   همچنـين واري  . گـذاري شـد     نـام ) V4 (4واريانت نوع   

 نوكلئوتيد را   77 است كه    7بازي داراي حذف كامل اگزون        جفت

  ).6شكل (گذاري شد  نام) V3 (3شود و واريانت نوع  شامل مي

M Co- 9 8 7 6 5 4  3  2 1 

  (BCR)باز   جفت808
  

  (b3a2)باز   جفت385
  (b2a2)باز   جفت310

  (BCR)باز   جفت808

  

  (b3a2)باز   جفت385
  باز جفت500

M Co- Co+ 10 9 8 7 6 5  4  3  2  1 
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 باز  جفت500

 باز  جفت500

 باز  جفت500

 باز  جفت500

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

عـلاوه  ي بـاز  جفت 500ندازه حدود  باندي به ا6 مانند نمونه ها ه نمون ازدر برخي). كنترل(ي افراد سالم   ها  ه در تعدادي از نمون    GAPDH و   ITPA نتايج بيان ژن     3شكل  

  .ودش مي ديده ITPAدر تكثير ژن ي باز جفت 605بر باند اصلي 

  

  

  

  

  
  

علاوه بر بانـد اصـلي       باز  جفت 500حدود   باندي به اندازه     12 مانند نمونه    ها  ه نمون  از در برخي . CML در تعدادي نمونه بيمار      GAPDH و   ITPA نتايج بيان ژن     4شكل  

  .ودش مي ديده ITPAدر تكثير ژن  باز جفت 605

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  . در دو گروه بيمار و كنترلITPA نمايش هيستوگرام ميانگين بيان ژن 1 نمودار

  

  

  

  
  

مربـوط بـه    : 5 و   4،  2 يهـا   سـتون . اسـت  باز   جفت 666تر    مربوط به كلون نوتركيب داراي باند كوچك      : 1ستون  . هاي نوتركيب    روي كلون  PCR نتايج الكتروفورز كلوني     5 شكل

  .است باز  جفت712هاي سفيد نوتركيب است كه داراي قطعه مورد نظر  كلوني

M Co- 11 10 9 8 7 6 5 4  3  2  1 

  (ITPA)باز   جفت605 →
  

  

  

  

  

  

  (GAPDH)باز   جفت359 →

M Co- 16  15 14 13 12 11 10 M Co- 9 8 7 6  5  4  3 2  1 

  (ITPA)باز   جفت605 →
  

  

  

  

  (GAPDH)باز  جفت 359 →

 انحراف معيار±بار نمايانگر ميانگين

ن 
 ژ

ان
 بي

ان
يز

 م
ن

گي
يان

م
IT

P
A

  

00/1  

  

50/0  

  

00/0  

 بيمار كنترل
 گروه

M Co- 6 5 4 3  2  1 

 باز جفت500

  

  باز  جفت712 →
  باز  جفت666 →

  

  

  

  

  

  باز  جفت184 →
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 بـه پـروتئين     4 واريانت نـوع     cDNAپيشگويي ترجمه توالي    

 باعــث جهــش تغييــر 3 و 2دهــد كــه حــذف اگــزون  نــشان مــي

) 64-24( اسيدآمينه   20شود و تنها      نمي) Frameshift(چارچوب  

اي واريانـت     رفي بررسي تـوالي اسـيدآمينه     از ط . حذف شده است  

 يـك   7كرد كه در ايـن واريانـت حـذف اگـزون             مشخص   3نوع  

همـراه دارد كـه باعـث ايجـاد يـك          را بـه  جهش تغيير چـارچوب     

  .شود  اسيدآمينه مي144طول  به )Truncated(شده  پروتئين كوتاه
  

   بحث-4

 و آنزيم حاصل از آن در محافظت        ITPAكه ژن     نظر به اين  

هـاي ناشـي از اكـسيداتيو دآميناسـيون،           ها در برابر آسيب     ولسل

هاي بازي و ناپايداري ژنتيكـي نقـش دارد،           جلوگيري از جهش  

ــرد ژن   ــان و عملك ــق بي ــن تحقي ــدهITPAدر اي ــه عه   دار  را ك

  

سازي مخزن نوكلئوتيدي از نوكلئوتيدهاي پوريني غيرعادي         پاك

ايجاد يا افزايش در عنوان يك عامل محتمل مستعدكننده  است به

كـه   CMLسـرطاني   هـاي     فراواني ناپايداري ژنتيكي در سـلول     

  .ويژگي بارز آن ناپايداري ژنتيكي گسترده است، بررسي شد

 بـا اسـتفاده از روش       CMLبراي اين منظور ابتـدا بيمـاران        

 بررسـي   22-9يي كرومـوزومي    جـا   بـه  وجود جا  برايمولكولي  

بـراي بررسـي بيـان ژن       يي،  جا  بهشدند و پس از تأييد وجود جا      

ITPA  بيان ژن توسط آغازگرهاي اختـصاصي و       .  استفاده شدند

 و در مقايسه بـا بيـان ژن كنتـرل           RT-PCR روشبا استفاده از    

 بيـان   هنـده د نشانمطالعات قبلي   .  بررسي شد  GAPDHداخلي  

. ي انساني و در مقادير متفاوت اسـت       ها  تاين ژن در تمامي باف    

سفيد خون محيطـي در افـراد سـالم،         ي  ها  لبيان اين ژن در سلو    

مقداري متوسط در مقايسه با كنترل داخلي دارد، اما بيـان آن در             

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

چين بيانگر بخش حـذف      قسمت نقطه . 1ي خون مورد مطالعه با واريانت اصلي        ها  ه جدا شده از نمون    4 و   3ي  ها  ترديفي توالي نوكلئوتيدي و پروتئيني واريان       هم 6 شكل
  . است4 و 3 واريانت cDNAي ها يه در توالشد
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. ودش ـ  مـي افراد بيمار به ميزان كمتري و با تنوع بيـشتري ديـده             

هد كـه   د  مي نشان   ويتني آناليزهاي آماري با استفاده از آزمون من      

ميانگين بيان اين ژن در افراد بيمار در مقايسه با افـراد كنتـرل و               

  .استتر  ينپاي) ≥05/0P(سالم به ميزان قابل توجهي 

ــر   ــات اخي ــه  در مطالع ــده ك ــشان داده ش ــتن    دو واريان

 NCBI اصـلي در سـايت       mRNA عـلاوه بـر      mRNAجديد  

(National Center for Biotechnology Information)وجود    

 شناسايي و جداسـازي      اما در اين مطالعه دو واريته جديد       ؛دارد

 123ول  ط ـ  داراي حذفي به  ) V4(ها    شد كه يكي از اين واريانت     

 77 طـول   بـه نيـز حـذفي     ) V3(يگر  واريانت د  .نوكلئوتيد است 

 نشان  واريانتاي اين دو     بررسي توالي اسيدآمينه  . نوكلئوتيد دارد 

ــه در  ــتداد ك ــوع واريان ــزون 3 ن ــر 7، حــذف اگ  باعــث تغيي

ود و پروتئيني   ش  ميچارچوب خواندن و ايجاد يك كدون پايان        

 4ع واريانت نو در 3 و 2حذف اگزون . ندك ميكوتاه شده ايجاد   

ود و در صورت ترجمـه      ش  ميموجب تغيير چارچوب خواندن ن    

 اسيدآمينه از نـواحي ابتـدايي       20ند كه   ك  ميتنها پروتئيني ايجاد    

بررسي اطلاعات موجود در بانك     . پروتئين آن حذف شده است    

 پروتئين و تـوالي ژنـي مـشهور در          40ژن نشان داد كه بيش از       

 تشابه دارنـد و ارتولـوگ       hITPase كه با    بانك ژني وجود دارد   

 هـا   تآن در تمامي موجـودات اعـم از پروكـاريوت و يوكـاريو            

 اسيدآمينه  200 حدود   ها  نتمامي اين پروتئي  . شناسايي شده است  

 دارنـد و همگـي جـزء        يطول دارند و ساختار دوم نسبتاً مشابه      

رديفـي   هـم . ]13-10[وند  ش ـ  مـي  محسوب   Ham1خانواده ژن   

ي هـا   ههد كه جايگا  د  مي نشان   ها  ناي اين پروتئي   دآمينهتوالي اسي 

 در طـول تكامـل از حفـظ         ها  ناتصال به سوبسترا در اين پروتئي     

ــد  ــالايي برخوردارنـ ــدگي بـ ــستالوگرافي . شـ ــات كريـ مطالعـ

، Lys172 ،His177 ،Arg178ي كليــدي شــامل هــا هاســيدآمين

Glu27  ،Asn16   و Lys19          كه در اتـصال سوبـسترا و فعاليـت 

ي ها  ه اسيدآمين عنوان  به  نقش دارند را   hITPaseيتيك آنزيم   كاتال

همچنـين  . ضروري بـراي فعاليـت آنـزيم معرفـي كـرده اسـت            

 نشان داده است كه آنزيم در حضور يون منيزيم داراي           ها  يبررس

فعاليت بهينه بوده و محل اتصال يون منيزيم به آنزيم، اسيدآمينه           

Glu44   يهـا   يهـاي تـوال    نتايج بررسـي پيـشگويي    . ]24[ است  

 يافت شده، بيانگر آن است كه       واريانتاي يكي از دو      اسيدآمينه

 را در   Glu44 حذف شده در آن اسيدآمينه كليـدي         3 و 2اگزون  

يرد كه با توجه به نقش اين يون در فعاليت بهينـه آنـزيم            گ  ميبر  

روتئينـي ايجـاد    واريانت پ سد در صورت ترجمه اين      ر  مي نظر  به

  .اليت پيروفسفاتازي باشدود كه فاقد فعش مي

اي واريانت سوم نـشان داد كـه         ي اسيدآمينه ها  يبررسي توال 

ي هـا   ه باعث حذف اسيدآمين   3 نوع   واريانت در   7حذف اگزون   

ود كه براي اتـصال     ش  مي Asp152  ،Arg178  ،His177كليدي  

بـا توجـه    . به جايگاه فعال آنزيم ضروري است     ) ITP(سوبسترا  

د ساختمان و مكانيسم عمـل آنـزيم        به اطلاعات موجود در مور    

ITPase، كرد كه در صورت ترجمه، فعاليـت        بيني  پيشوان  ت  مي 

 بـا توجـه بـه حـذف         3وع  واريانت ن ي داراي   ها  هآنزيم در نمون  

  .يابد اسيدهاي آمينه ضروري براي اتصال به سوبسترا كاهش مي

 كـه   BCR-ABL الحـاقي ها نشان داده است كـه ژن         بررسي

 CMLي  هـا   ل در سـلو   22 و   9يي كرومـوزوم    جـا   بهناشي از جا  

نــد كــه منجــر بــه افــزايش ك مــي زيــادي توليــد ROSاســت، 

نوبه خـود باعـث      تواند به  مي ود و ش  مياي   ي دورشته ها  تشكس

يي جـا   بـه ي داراي ايـن جا    هـا   لناپايداري ژنتيكي بيشتر در سلو    

سـت كـه بـا     ابنـابراين انتظـار بـر ايـن      . ]22[كروموزومي شود   

ي داراي  ها  ل در سلو  ROS ميزان توليد    CML پيشرفت بيماري 

واكــنش . يي فيلادلفيــا بيــشتر از ميــزان طبيعــي شــودجــا بــهجا

 خطرنـاك   RNS ، مـشتقات  NOي آزاد اكـسيژن بـا       هـا   لراديكا

 و  DNAرسـان بـه      ند كه از عوامل آسـيب     ك  ميديگري را توليد    

 ،هـا   بيكـي از انـواع مهـم ايـن آسـي          . استمخزن نوكلئوتيدي   

. ]5[وكلئوتيدها در سطح مخزن نوكلئوتيدي اسـت        دآميناسيون ن 

ي هـا   ل در سـلو   ROSسد كه افزايش ميـزان      ر  مي نظر  بهبنابراين  

 باعث افـزايش دآميناسـيون اكـسيداتيو بازهـاي          CMLسرطاني  

مـشخص شـده    . پوريني در سطح مخزن نوكلئوتيدي نيـز شـود        

واننـد در سـاختار     ت  مـي است كه اين نوكلئوتيدهاي تغيير يافتـه        

DNA   و RNA              توسط پليمرازهـا وارد شـوند و بـا توجـه بـه 

هــاي غيراســتاندارد بــا ديگــر بازهــا باز جفــتتوانــايي تــشكيل 

واننـد تغييـر اطلاعـات ژنتيكـي را در پـي داشـته باشـند و                 ت  مي

با . ]8-6[ و ناپايداري در ژنوم شوند       ها  ش افزايش جه  ساز  زمينه
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ــه نقــش ژن  ــا ل در محافظــت ســلوITPAتوجــه ب ــأثير  ازه  ت

ــش  ــايي جه ــه و توان ــوريني دآمين ــدهاي پ ــن  نوكلئوتي ــي اي زاي

واند باعث كـاهش اثـر      ت  مي ITPAنوكلئوتيدها، كاهش بيان ژن     

محافظتي محـصول ايـن ژن در حـذف نوكلئوتيـدهاي پـوريني             

دآمينه شده و در نهايت باعث افزايش سرعت وقوع جهـش در            

كننـده در    اي تسريع   نكته تواند  مي  شود، كه اين امر    ها  لژنوم سلو 

  . افزايش سرعت پيشرفت بيماري تلقي شودراستاي

واسطه اخـتلال در عملكـرد ژن        ها نشان داده است كه به       بررسي

ITPA  ــه ــادي دآمين ــدهاي غيرع ــي نوكلئوتي  در ITP ،XTP فراوان

يابد و با شدت يكساني مشابه با نوكلئوتيـدهاي          ها افزايش مي    سلول

. شـوند    وارد مـي   RNA، DNAعادي توسط پليمرازها به ساختمان      

 عـلاوه بـر تغييـر قابليـت         mRNAوارد شدن اينوزين به ساختمان      

ترجمه شدن روي ساختمان و سرعت تخريب آن نيز تـأثير جـدي             

 عمل dGTPعنوان يك آنالوگ   به dITPداكسي ريبونوكلئوتيد   . دارد

 درصد قرار   50  مقابل سيتوزين با كارايي حدود     DNAكند و در      مي

توانـد     گليكـوزيلاز مـي    DNAنـد كـه هيپـوگزانتين       هر چ . گيرد  مي

dIMP    را از DNA    دهد كـه     ، شواهد نشان مي   ]26،  25[ حذف كند

 بـا كـارايي بـالا       I-Tبـاز     اين آنـزيم تنهـا هيپـوگزانتين را از جفـت          

 برابـر   20 تـا    I-C  ،15بـاز     كه حذف آن از جفت      دارد، در حالي    برمي

  بـاز  علت پايداري نسبي يـك جفـت   به. ]27[شود  تر انجام مي  آهسته

I-C  تواند تـا دور بعـدي همانندسـازي بـاقي بمانـد و               ، اينوزين مي

زايي مستقيم را افزايش دهد و منجر به جهـش            بنابراين خطر جهش  

ــوع  ــه ATاز ن ــودGC ب ــشگاهي .  ش ــرايط آزماي ــات در ش   مطالع

(in vitro)  نشان داده است كه حـضور dITP   در مخلـوط واكـنش 

در . ]26[تواند فراواني بالاي جهـش را القـاء كنـد             انندسازي مي هم

بـار اخـتلال در عملكـرد ژن          مجموع با توجه به آثار احتمالي زيـان       

ITPA ژن   رسد كه كاهش بيان     نظر مي    به ITPA    در بيمـاران داراي   
  

تواند استعداد اين افـراد   ، ميCMLناهنجاري كروموزومي مانند    

ها و ناپايداري ژنتيكي بيـشتر افـزايش          هنجارينارا براي كسب    

هـايي    توانند پـروتئين    هايي كه مي    واريانتاز طرفي وجود    . دهد

اي را كد كنند نيز در ميـان افـراد            با فعاليت آنزيمي كاهش يافته    

رسد در صورت ترجمه احتمالي       نظر مي   كه به  بيمار مشاهده شد  

، mRNAسـطح   تواند علاوه بر كـاهش بيـان در           ها مي   واريانت

تري بـراي كـاهش فعاليـت ايـن آنـزيم در سـطح                عامل فزاينده 

  .ها باشد پروتئيني در بيماران و افزايش ناپايداري ژنتيكي در آن

ــان ژن   ــاهش بي ــابراين ك ــاران داراي ITPAبن ــن بيم  در اي

 عامـل مـستعدكننده و      عنـوان   بـه وانـد هـم     ت  مي و   استاهميت  

افـزايش   راسـتاي  در ي لوسـمي يـا عـاملي      هـا   ي بيمار ساز  زمينه

 در نظـر    CMLي سـرطاني    هـا   لي ژنتيكي در سـلو    ها  يناپايدار

هم شايد بتواند توضيح دهنده پاسخ متفاوت افراد         گرفته شود و  

. ي موجود و همچنين سرعت پيشرفت بيماري باشد       ها  نبه درما 

 ارائـه   CML درسرطان   ITPAتاكنون گزارشي از ميزان بيان ژن       

تواند بيانگر نقش كليدي يكـي از        نشده است و اين گزارش مي     

 هـا   لي ترميم اطلاعات ژنتيكي سـلو     ها  مي درگير در سيست   ها  نژ

.  باشـد  هـا   ن سرطان و ايجاد ناپايداري ژنتيكـي آ       زايي در بيماري 

ي تكميلـي در تعـداد      هـا   شتأييد اين فرضيه نيازمند انجام آزماي     

  . خواهد بودها نيي از ساير سرطاها هبيشتري از افراد و نمون

  

   تشكر و قدرداني-5

هـا كليـد انجـام ايـن          هاي خون آن    از كليه بيماران كه نمونه    

شـود، همچنـين از معاونـت         پروژه بود، صميمانه قـدرداني مـي      

پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كه زمينه انجام ايـن تحقيـق را            
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