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Abstract 
 

Background and purpose: T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is a type of blood 

malignancy caused by changes in the precursors of T lymphocyte cells. The PTEN gene is one of the 

most common tumor suppressor genes that mutates in most human cancers, including T-ALL. Therefore, 

it is important to identify miRNAs that target the PTEN gene in T-ALL. For this purpose, in the present 

study, miRNAs targeting PTEN gene in T-ALL patients were examined. 

Materials and methods: The miRNAs targeting PTEN was predicted and selected using 

bioinformatics. A total of 40 plasma samples were collected from T-ALL patients and healthy 

individuals. After RNA extraction and synthesis of cDNA, the expression levels of predicted miRNA and 

PTEN were assessed by Real time PCR in REST 2009. Statistical analysis was performed in SPSS V16 

and P<0.05 were considered significant. 

Results: Bioinformatics showed that miR-1297 target the PTEN gene. Compared to healthy 

individuals, in T-ALL patients, the expression levels of miR-1297 and PTEN gene in the plasma 

significantly increased (45.93, P= 0.001) and decreased (0.191, P= 0.001), respectively. 

Conclusion: The present study showed that miR-1297 is likely to target the PTEN gene. 

Therefore, miR-1297 could serve as a new and non-invasive biomarker in diagnosis and treatment  

of T-ALL. 
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  ـدرانــازنــی مـکـــزشــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )24- 34(    1399سال     دي    192شماره  سی ام   دوره 

  25        1399، دي  192وره سی ام، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                            د              

 پژوهشی

  PTENو ژن سرکوبگر تومور  miR-1297بررسی تغییرات بیان 
 T در لوسمی لنفوبلاستیک حاد سلول

  
       1ملیحه باقري
        2قاسم مسیبی

  3هدیه موندنی زادهم
  چکیده

نوعی بدخیمی خونی است که در اثر بــروز تغییــرات در  T (T-ALL)لوسمی لنفوبلاستیک حاد سلول  و هدف: سابقه
اســت کــه در  هــاي ســرکوبگر تومــورترین ژنیکی از شایع PTENگردد. ژن ایجاد می Tهاي لنفوسیت سازهاي سلولپیش

  را در  PTENهــایی کــه ژن  miRNAشــود. از ایــن رو شناســایی دچار جهش مــی T-ALLهاي انسانی از جمله اکثر سرطان
T-ALL کنند، بسیار حائز اهمیت است. بدین منظور، در مطالعــه حاضــر، گیري میهدفmiRNA  هــاي هــدف گیرنــده ژن
PTEN  در بیمارانT-ALL .مورد بررسی قرار گرفت  

هاي بیوانفورماتیکی پیشگویی و انتخــاب با استفاده از پایگاه PTENگیرنده ژن  هاي هدف miRNA ها:د و روشموا
و ســاخت  RNAآوري گردید. پــس از اســتخراج و افراد سالم جمع T-ALLنمونه پلاسما از بیماران  40گردید. در مجموع 

cDNA میزان بیــان ،miRNA  پیشــگویی شــده و ژنPTEN وســیله بــهReal time PCR  درREST 2009  .ارزیــابی گردیــد
  دار در نظرگرفته شد.معنی >P 05/0انجام و مقادیر  16نسخه  SPSSافزار آنالیزهاي آماري با نرم

و ژن  miR-1297بیان کند. میزان میگیري هدفرا  PTENژن  miR-1297نتایج بیوانفورماتیک نشان داد که  ها:یافته
PTEN ان در پلاسماي بیمارT-ALL 001/0، 93/45طــور قابــل تــوجهی افــزایش (نسبت به افــراد ســالم بــه ترتیــب بــهP= و (

  .) داشت=001/0P، 191/0کاهش (
کنــد. بنــابراین، مطالعــه مــیگیــري را هــدف PTENاحتمالا ژن  miR-1297نتایج مطالعه حاضر نشان داد که  استنتاج:

در تشــخیص و درمــان  لا به عنوان یک بیومارکر جدید و غیرتهــاجمیتواند احتمامی miR-1297کند که حاضر پیشنهاد می
T-ALL .به کار برده شود  

  

  ، بیومارکرT ،PTEN ،miRNAحاد سلول  لوسمی لنفوبلاستیک واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
نوعی  T (T-ALL)لوسمی لنفوبلاستیک حاد سلول 

را تحــت  Tهاي لنفوسیت بدخیمی خونی است که سلول
 و 15ایــن لوســمی  .)1(دهد و روندي حــاد داردمیتاثیر قرار 

 (ALL)درصد از کل موارد لوسمی لنفوبلاســتیک حــاد  25

دهــد و را به ترتیب در کودکان و بزرگسالان تشکیل می
  .)2(شودترین لوسمی در کودکان محسوب میشایع

T-ALL هــاي از نظر بالینی با شمارش بالاي گلبــول
  یـهاي بلاست و لنفادنوپاتداد سلولـخون، افزایش تع سفید

  
  :M_mondanizadeh@yahoo.com  E-mail           دانشکده پزشکیدانشگاه علوم پزشکی اراك،  :اراك - مهدیه موندنی زاده مولف مسئول:

  دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایرانکارشناسی ارشد بیوتکنولوژي،  .1
  شناسی و ایمنی شناسی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایران، گروه میکروباستاد. 2
  گروه زیست فناوري پزشکی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی اراك، اراك، ایران ،ادیاراست. 3
 : 11/8/1399تاریخ تصویب :             1/4/1399 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            18/3/1399 تاریخ دریافت  
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تــر در اگر چه این لوســمی بــیش .)3(قابل تشخیص است
گردد، اما قابلیت انتشار به سراســر بــدن تیموس ایجاد می

   .)4(باشــداز جمله سیستم عصبی مرکــزي را نیــز دارا مــی
T-ALL  یک اختلال هتروژن اســت کــه در پیــدایش آن

ــاي مت ــی و فاکتوره ــاي ژنتیک ــه فاکتوره ــددي از جمل ع
از نظر ژنتیکی، این لوســمی در  .)5،6(محیطی نقش دارند

هاي متعدد و تغییــر در بیــان فاکتورهــاي اثر ایجاد جهش
به وجــود  Tهاي لنفوسیت رونویسی در طی تکامل سلول

 Tهاي لنفوســیت سلولو سبب عدم تنظیم تکامل آید می
هــا تمایز و تکثیر کنتــرل نشــده ایــن ســلول و به دنبال آن

منجــر بــه فعــال شــدن توانــد ایــن رونــد مــی .)1(گرددمی
 از این رو شناسایی .)7(درسانی گردنابجاي چندین مسیر پیام

ها هاي دخیل در این مسیرها که بیان آنارزیابی مولکولو 
توانــد اند، مــینسبت به حالت نرمال دستخوش تغییر شده

ا براي تشخیص و هاي جدید و موثر رامکان ایجاد روش
هــا، درمان این لوسمی فراهم نماید. یکی از این مولکــول

رســانی در مسیر پیام (PTEN)همولوگ  تنسین و فسفاتاز
PI3K/AKT ژن  .)8(استPTEN هــاي که با نــامMMAC1 

هــاي ترین ژنشود، یکی از شایعنیز شناخته می TEP1و 
ــزر ــازوي ب ــر روي ب ــه ب ــت ک ــور اس ــرکوبگر توم گ س

ــه اســت (10q23) 10کرومــوزوم شــماره  ــرار گرفت  .)9(ق
اتاز اســت ـسفــد فـول لیپیـــوزیتـیک این PTENن ـپروتئی

 5،4،3که ســبب دفســفریله شــدن فســفاتیدیل اینوزیتــول 
ـــول  (PIP3)فســـفات تـــري  5،4بـــه فســـفاتیدیل اینوزیت

ســبب  PIP3شود. دفسفریله شــدن می (PIP2)فسفات دي
و در نتیجه مهــار  AKTیا  Bغیرفعال شدن پروتئین کیناز 

گردد. به عبارت دیگــر، می PI3K/AKTمسیر پیام رسان 
PTEN ریق دفسفریله کردن از طPIP3  بــه عنــوان تنظــیم

ایــن  .)10(نمایــدعمل مــی PI3K/AKTکننده منفی مسیر 
 رسان نقش مهمی را درکنترل فراینــدهاي متعــدديمسیر پیام
رشد، تکثیر، بقا و تحــرك ســلولی، متابولیســم، از جمله 

سازي نابجــاي آن کند و فعالآنژیوژنز و آپوپتوز ایفا می
ـــت T-ALLر د ـــده اس ـــزارش ش ـــات )11-13(گ . مطالع

در اثر ایجاد  PTENحاکی از غیرفعال شدن ژن متعددي 

 T-ALLولی هاي سلیا حذف کروموزومی در ردهجهش 
هاي اولیه از بیماران مبتلا بــه ایــن لوســمی و نمونه انسانی

ــی ــدم ــن، ژن  .)14،15(باش ــر ای ــلاوه ب ــر  PTENع در اکث
ــا، ســرطان ــه گلیوبلاســتوما، ملانوم ــانی از جمل ــاي انس ه

اندومتریال، پروســتات، ســینه، کولورکتــال و تیروئیــد از 
هاي ســوماتیک، خــاموش شــدن ژن، ایجاد جهشطریق 

هاي پس از ژنتیکی و همچنین مدیفیکاسیونتغییرات اپی
ترجمه شامل فسفریلاسیون، اکسیداسیون، استیلاســیون و 

. در کنــار )16-18(گــرددیوبی کوئیناســیون غیرفعــال مــی
عات اخیــر نشــان ، مطالPTENنقش ژن سرکوبگر تومور 

ــرو داده ــه میک ــد ک ــا  RNAان ــوان  )miRNAs(ه ــه عن ب
RNA هاي کوچک غیر کدکننــده، از طریــق اتصــال بــه
ژن هدف، ســبب تنظــیم  mRNAمولکول  UTR'3ناحیه 

. ایــن )19(شــوندبیان ژن در مرحله بعــد از رونویســی مــی
هــا فراینــدهاي مختلــف ســلولی از جملــه رشــد، مولکول

تکثیر، تمایز، چرخه سلولی و آپوپتوز را تحت تاثیر قرار 
 انیــبانــد کــه شــواهد مختلــف نشــان داده .)20(دهنــدمــی

miRNA  لیــو پروفامتغیر است مختلف  هايتدر بافها 
 رییــتغهــا از جملــه ســرطان يمــاریدر حالت ب هاآن یانیب

ها در سرم و پلاسما  miRNA، نیعلاوه بر ا .)21(کندمی
اي ارائــه هاي بیانی ویژهلیو در هر سرطان پروفاند داریپا

ها این احتمــال را مولکول نی، اترتیببدین .)22(دهندمی
بیوماکرهــاي بــه عنــوان کنند که شــاید بتواننــد ایجاد می

مختلف از  هايسرطان و درمان صیدر تشخ یتهاجمغیر
در ایــن  .)23(مــورد اســتفاده قــرار گیرنــد T-ALLجملــه 

راستا مطالعات متعدد صورت گرفتــه حــاکی از افــزایش 
و کــاهش بیــان  miR-19bو  miR-20a ،miR-92بیــان 

miR-200  وmiR-29  درT-ALL بنــابراین، .)24،25(باشدمی 
در  PTENدر این مطالعه با توجه به نقش مهــم مولکــول 

T-ALL یــت اثــر تنظیمــی و همچنین اهمmiRNA هــا در
هــاي miRNAبسیاري از فرایندهاي سلولی، به پیشگویی 

ــده ژن  ــرم PTENهــدف گیرن ــا اســتفاده از ن افزارهــاي ب
. همچنین، میزان بیان بیوانفورماتیکی مختلف پرداخته شد

miRNA  پیشگویی شــده و ژنPTEN در نمونــه پلاســماي 
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  و همکاراني باقر حهیمل     
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 پژوهشی

ســالم بــا کمــک  در مقایسه با افراد T-ALLافراد مبتلا به 
  .مورد بررسی قرار گرفت Real time PCRروش 
  

  مواد و روش ها
  جمع آوري نمونه پلاسما از بیماران و افراد سالم

ــایتنامه  ــذ رض ــس از اخ ــی، پ ــه تجرب ــن مطالع در ای
فرد  40فرد سالم به عنوان گروه کنترل و  40آگاهانه، از 

 نمونه خون محیطــی از بیمارســتان حضــرت T-ALLمبتلا به 
آوري گردید. همه افراد بیمار، ولیعصر (عج) اراك جمع

بنــدي توسط یک پزشک متخصص انکولوژیک با طبقــه
FAB  ـــوان ـــه عن ـــا روش  ALLب ـــدند و ب ـــایی ش شناس

 CD2, CD7, CD34هــاي ژنفلوسایتومتري (وجود آنتی
هــاي میلوئیــدي از جملــه ژنو عدم وجود آنتی CD52و 

CD33  وCD117بندي ) در طبقهT-ALL  .قــرار گرفتنــد
همچنین، گروه بیماران در این مطالعه، تحت هــیچ روش 

جمله شــیمی درمــانی، رادیــوتراپی و جراحــی درمانی از 
قرار نگرفته بودند. در هر دو گروه بیماران و افراد ســالم، 

داشت. در گروه بیماران میانگین زن وجود  20مرد و  20
اد ســالم سال و در گــروه افــر 71-29سال با رنج  45سنی 

ســال بــود (جــدول  26-65ســال بــا رنــج  39میانگین سن 
ـــماره  ـــه 1ش ـــروه ). نمون ـــر دو گ ـــی از ه ـــون محیط خ

تهیــه  شد و پلاسما جدا گردید. نمونه پلاســماي آوريجمع
گراد قرار سانتی درجه -70شده براي ادامه کار در دماي 

داده شد. ایــن مطالعــه در کمیتــه اخــلاق دانشــگاه علــوم 
 طابق بــا بیانیــه هلســینکی بــا کــد اخــلاقپزشکی اراك م

IR.ARAKMU.REC.1396.253 .تصویب گردید  
  

  آنالیزهاي بیوانفورماتیک
  NCBIاز بانک جهانی ژنی  PTENاخذ توالی ژن 

ــا اســتفاده از ســایت  PTENتــوالی مربــوط بــه ژن  ب
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)  اخــــذ

نــام  Geneگردید. بدین صورت که ابتدا در پایگــاه داده 
مــورد جســتجو قــرار  PTENژن مورد نظر با نماد رســمی 
بــا شــماره دسترســی  PTENگرفــت و ســپس تــوالی ژن 

NC_000010.11  بــا 87971930تــا  87863625(توالی (  

  

  دریافت گردید. FASTAفرمت 
ــگویی ــده  miRNA پیش ــدف گیرن ــاي ه از  PTENن ژه

  پایگاه هاي بیوانفورماتیکی
ژن هاي هدف گیرنده  miRNA پیشگوییبه منظور 

PTEN ــه  هــاي بیوانفورمــاتیکی متعــددي ازپایگــاه جمل
miRanda1، miRbase2، PicTar3، TargetScan4، DIANA5 

مورد استفاده قرار گرفــت. نتــایج دریافــت  miRDB 6و 
ر بودن امتیاز هر شده از هر سایت به ترتیب بر اساس بالات

miRNA  در فایلExcel  ذخیره گردید و سپس از میــان
هاي با امتیــاز بــالاتر و  miRNAهاي به دست آمده، داده

اتصال بهتــر بــا ژن هــدف انتخــاب و گــردآوري شــدند. 
تــرین تکــرار و کــه بــیش miRNAهــا، سپس از بــین آن

هــاي مــورد مطالعــه داشــت بــه عنــوان امتیاز را در پایگــاه
miRNA  هدف گیرنده ژنPTEN  جهت بررسی در فاز

  مطالعه عملی این پژوهش انتخاب گردید.
  

شناسی مربــوط بــه مشخصات دموگرافیک و خون :1جدول شماره 
  و گروه کنترل T-ALLگروه بیماران مبتلا به 

  

 گروه بیماران  متغیر
 تعداد (درصد)

  گروه کنترل (افراد سالم)
  تعداد (درصد)

 زن                  جنس

  مرد
20 )50(  
20 )50(  

20 )50(  
20 )50(  

 میانگین                      سن

  رنج
45  

29 -71  
39  

26 -65  
 L 910 ×هاي سفید  میانگین تعداد گلبول       خون محیطی

  gr/Lمیانگین غلظت هموگلوبین 
  L 910 ×میانگین تعداد پلاکت 

2/47  
8/9  

94  

2/5  
7/14  

281  

  
  طراحی پرایمرها

مطالعه، سه نوع پرایمــر از جملــه پرایمرهــاي  در این
ـــه -ســـاقه ـــراي ســـاخت  (Stem-loop)حلق از  cDNAب

miRNA ــاخت ــر بــراي س ــدوم هگزام ــاي رن ، پرایمره
cDNA  ازmRNA  ــه ژن ــوط ب و پرایمرهــاي  PTENمرب

 miRNAهاي کمی میــزان بیــان اختصاصی براي بررسی
مورد استفاده قــرار  PTENپیشگویی شده و همچنین ژن 

  پیشگویی  miRNA). توالی 3و  2فت (جدول شماره گر

                                                
1. http://www.microrna.org 
2. http://www.mirbase.org 
3. https://pictar.mdc-berlin.de/ 
4. http://www.TargetScan 
5. http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php?r=  
    microT_CDS/index 
6. http://www.mirdb.org 
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  cDNAتوالی پرایمرهاي ساقه حلقه در فرایند ساخت  :2جدول شماره 
 توالی پرایمرهاي ساقه حلقه  miRNAنام 

miR-1297 5`-GTCGTATCGAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTCGATACGACCACCTGA-3  ̀
miR-103 5`-GTCGTATCGAGAGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTCGATACGACCAAGGCA-`3 

  
  Real time PCRتوالی پرایمرهاي اختصاصی در  :3جدول شماره 

  نام  توالی پرایمرهاي اختصاصی
Reverse  Forward 

5`-AGAGCAGGGTCCGAGGT-3  ̀ 5`- TTCAAGTAATTCAGGTG -3  ̀ miR-1297 
5`-AGAGCAGGGTCCGAGGT-3  ̀ 5`-GCTTCTTTACAGTGCTGCC-3 miR-103 

`5-CACAAAGATTGTATATCTTGTAATGG-3` `5-GACTTAGACTTGACCTATATTTATCC-3  ̀ PTEN 
5`-GAGGCATTGCTGATGATCTTGAGG-3  ̀ 5`-GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC-3  ̀ GAPDH 

  
از ســایت  PTENو تــوالی ژن  miRbaseشــده از ســایت 

NCBI ــرم ــک ن ــا کم ــپس ب ــد و س ــه ش ــاي گرفت افزاره
AllelelID7  وGeneRunner  طراحی پرایمرها صــورت

فت. همچنــین بــه منظــور بررســی اختصاصــیت محــل گر
اســتفاده  NCBI BLASTnافــزار اتصال پرایمرهــا از نــرم

 ســازي نتــایجبراي نرمال miR-103و  GAPDHگردید. ژن 
  مورد استفاده قرار گرفتند. Real time PCR حاصل از

  
 هاياز پلاسماي بیماران و نمونه miRNAو mRNAاستخراج 

  cDNAکنترل و ساخت 
ــه mRNAو  miRNAخراج اســت ــاي از تمــام نمون ه

(شــرکت ســینا  RNX Plusپلاسما، بــا اســتفاده از کیــت 
کلون) طبق دستورالعمل شرکت ســازنده انجــام گردیــد. 

هــاي اســتخراج  RNAکنترل کیفیت و کمیت (غلظــت) 
، آمریکــا) مــورد EPOCH2شده بــا دســتگاه نــانودراپ (

 ونویســیسنجش قرار گرفت. سپس با اســتفاده از واکــنش ر
صــورت گرفــت،  cDNAســاخت  (RT-PCR)معکوس 

استخراج شــده  RNAمیکروگرم  1به طوري که در ابتدا 
) miRNAحلقــه (بــراي -با یک میکرومولار پرایمر ساقه
) مخلوط گردیــد mRNAیا پرایمر رندوم هگزامر (براي 

بــه حجــم رســانده شــد.  RNase-DNase freeو بــا آب 
درجــه  75دمــاي دقیقــه در  5مخلــوط حاصــل بــه مــدت 

ـــس ســـانتی از آن، آنـــزیم رونویســـی گراد انکوبـــه و پ
ــوس  ــافر M-MLV (Vivantis,Malaysia)معک و  1X، ب

dNTP به آن اضافه گردیــد و مطــابق بــا برنامــه دمــایی- 
، Eppendorf( ترموســایکلردر دســتگاه زمانی مشخصــی 

. )4آلمان) تحت انکوباسیون قرار گرفت (جدول شــماره 

cDNA درجــه  -70ي براي ادامه کار در دمــا شده ساخته
 نگهداري گردید.گراد سانتی

  
زمــانی اســتفاده شــده در دســتگاه  -برنامــه دمــایی :4جدول شماره 

  mRNAو  miRNAاز  cDNAترموسایکلر در فرایند ساخت 
  دما   زمان 

  C 25°  دقیقه 15
  C 37°  دقیقه 15
  C 42°  دقیقه 45
  C 75°  دقیقه 10

  
  Real time PCRواکنش 

پیشــگویی  miRNAبراي سنجش میزان بیان نســبی 
 ادهـمورد استفــ Real time PCRتکنیک  PTENشده و ژن 

ش در یــک ـوط واکنـــن روش مخلـدر ای رفت.ـرار گـق
 SYBR Greenمیکرولیتر  8/7میکرولیتر شامل  15حجم 

PremixExRaq II  ،(یکتا تجهیز، ایــران)میکرولیتــر  5/1
cDNA ،3/0  هرکدام از پرایمرهاي اختصاصیمیکرولیتر از 

F  وR  میکرولیتــر آب  1/5وRNase-DNase free  تهیــه
 Light cycle 96زمــانی آن در دســتگاه  -و برنامه دمایی

)Roche بــه 5، آلمــان) تنظــیم گردیــد (جــدول شــماره .(
پیشگویی شــده و ژن  miRNAمنظور سنجش بیان نسبی 

PTENاي داخلــی هــکنتــرلترتیب بــا بیــان ها به، بیان آن
miR-103  وGAPDH .صورت واکنش به مقایسه گردید

 ها صــورت گرفــت. پــستایی براي همه نمونهتکرارهاي سه
 (Ct)صورت سیکل آســتانه هاي خام بهاز انجام واکنش داده

 miRNAمیزان بیــان نســبی  از دستگاه استخراج و سنجش
و  T-ALLدر بیماران مبتلا به  PTENپیشگویی شده و ژن 

  انجام گردید. REST 2009هاي افراد سالم با برنامه هنمون
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 پژوهشی

  زمــانی اســتفاده شــده در دســتگاه  -برنامــه دمــایی :5جدول شماره 
Light cycle 96 هــاي کمــی بــراي واکنشReal-time PCR  بــراي

miRNA  پیشگویی شده و ژنPTEN  
  

  تعداد سیکل  زمان  دما   مرحله
  فعال شدن آنزیم

  
°C 95  3 1  دقیقه  

  
  ثانیه C 95  10°  دناتوراسیون  تکثیر

40  
  

  C 54 (miRNA)°  اتصال و طویل سازي
°C 52 (PTEN)  

  (miRNA)ثانیه  10
  (PTEN)ثانیه  15

  (miRNA)ثانیه  C 72  15°  قرائت فلورسانس
  (PTEN)ثانیه  25

  
  C 95°  منحنی ذوب

°C 65  
°C 95  

  

  ثانیه 60
  ثانیه 10
  ثانیه 1

  

1  
  

  1  ثانیه C 40  30°  سازيخنک

  
  هاآنالیزآماري داده

ــالیز داده ــبــراي آن ــده از واکــنش ههــاي ب   دســت آم
Real time PCR  برنامــهREST 2009  .اســتفاده گردیــد

ــــه داده   هــــاي آزمایشــــگاهی توســــط همچنــــین، کلی
  آنـــالیز گردیـــد و مقـــادیر  16نســـخه  SPSS افـــزارنـــرم

P ــک ــر از کوچ ــوان 05/0ت ــه عن ــی ب ــطح معن   دار در س
  نظر گرفته شد.

  
  هایافته

  ســال بــا رنــج  45در گــروه بیمــاران میــانگین ســنی 
ســال  39سال و در گروه افراد سالم میانگین ســن  29-71

  ).1سال بود (جدول شماره  26-65با رنج 
  

هــاي  miRNAنتایج حاصل از پیشگویی بیوانفورماتیکی 
  PTENهدف گیرنده ژن 

 هاي بیوانفورمــاتیکیپایگاه حاصل از پیشگویی درنتایج 
miRanda ،miRbase ،PicTar ،TargetScan ،DIANA 

 ،miR-1297ازجملــه  miRNAنشان داد،که سه  miRDBو 
miR-590-3p  وmiR-19a  توانــایی اتصــال بــه ژنPTEN 

 miRNA). اما از بــین ایــن ســه 6را دارند (جدول شماره 
 هــايترین تکرار و امتیاز را در پایگــاهبیش miR-1297تنها 

). بــه همــین دلیــل 7ت (جــدول شــماره مورد مطالعه داشــ
miR-1297 بــا شــماره دسترســی MIMAT0005886  بــه

انتخــاب و در  PTENهدف گیرنــده ژن  miRNAعنوان 
  .فاز مطالعه عملی این پژوهش مورد استفاده واقع گردید

  
و  miR-1297نتایج حاصل از سنجش میزان بیــان نســبی 

  PTENژن 
د کــه نشــان دا Real time PCRنتــایج حاصــل از 

در پلاسماي افراد مبــتلا بــه  miR-1297میزان بیان نسبی 
T-ALL در مقایسه با افراد ســالم بــه طــور قابــل تــوجهی 

) و این افــزایش بیــان، B1شماره  تصویرافزایش داشت (
 PTEN میزان بیان نســبی ژن). =001/0P، 93/45دار بود(معنی

 در مقایســه بــا افــراد T-ALLدر پلاسماي افراد مبــتلا بــه 
 )A1کاهش داشت (تصویر شــماره طور قابل توجهیسالم به

  ).=001/0P، 191/0و این کاهش بیان نیز معنی دار بود (

  PTENهاي هدف گیرنده ژن  miRNAنحوه گزینش : 6جدول شماره 
 

  نام ژن  miRDB  DIANA  TargetScan  PicTar  miRbase  miRanda  miRNA  جمع
5  1  1  1  **0  1  *1  miR-1297  PTEN  
3  1  1  0  0  0  1  miR-590-3p  PTEN  
3  0  0  0  1  1  1  miR-19a  PTEN  

  

  مورد نظر به ژن هدف توسط پایگاه بیوانفورماتیکی تایید شده است. miRNA: اتصال *
  .مورد نظر به ژن هدف توسط پایگاه بیوانفورماتیکی تایید نشده است miRNA: اتصال **

  
  miR-1297هاي بیوانفورماتیکی براي هامتیازات به دست آمده از پایگا :7جدول شماره 

 

miRDB 
(Target score) ****  

DIANA 
(miTG score) ***  

TargetScan 
(Pct) **  

miRbase 
(Score)  

miRanda 
(mirSVR score) * miRNA  

100  999/0  73/0  85  1517/0-  Has-miR-1297  
  

 .)26(یابد  : هر چه این امتیاز به صفر نزدیکتر باشد میزان پیشگویی به شدت افزایش میmiRNA (miRNA support vector regression score): امتیاز رگرسیون پشتیبانی وکتور *
   .)27( (Probability of conserved targeting)گذاري محافظت شده  ل هدف: احتما**

    ري بیشتر است.: هرچه این امتیاز بالاتر باشد احتمال هدف گیmiRNA (miRNA target gene score)هدف  : امتیاز ژن***
باشد توصـیه مـی شـود مـدارك  60باشد به احتمال زیاد پیشگویی واقعی است ولی اگر کمتر از  80: هرچه این امتیاز بالاتر باشد اعتماد بیشتري به پیشگویی می توان نمود. اگر این امتیاز بالاتر از ****

  و شواهد پشتیبان دیگري نیز استفاده گردد.
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تصــویر  نتایج حاصل از سنجش میــزان بیــان نســبی :1نمودار شماره 
A1 ژن (PTEN  و شکلB1 (miR-1297  

  
ــورت ــه ص ــار آزمــایش مســتقل و ب ــه ب ــا س ــایج ب    نت

mean±SE اند و نتایج از نظــر آمــاري در شان داده شدهن
 عنــوانبه >05/0Pمقادیر صورت مقایسه با نمونه کنترل به

  ).>P=05/0( دار در نظر گرفته شدسطح معنی
  

  بحث
نــوعی بــدخیمی  Tلوسمی لنفوبلاستیک حاد سلول 

خونی تهاجمی و پیشرونده است که در اثر بروز تغییرات در 
 .)28(گــرددایجاد می Tهاي لنفوسیت سازهاي سلولپیش

به ویــژه درکودکــان در  T-ALLرویکردهاي درمانی در 
 هاي قابل تــوجهی داشــته اســتطی ده سال گذشته پیشرفت

هــا تــر قســمتاما تعداد بالاي عودهاي اولیه که در بــیش
اند، درمان ایــن لوســمی را مقاومت به درمان را نشان داده

تــوان مــیطور کلــی، به .)29(رو کرده استبا مشکل روبه
بــه  همچنــان T-ALLاظهار داشــت کــه تشــخیص و درمــان 

ــده اســت ــاقی مان ــک چــالش ب ــوان ی ــن از .)30(عن رو، ای
بــالا در  اسیتشناسایی بیومارکرهاي جدید با ویژگی و حس

امري ضروري است. بــه نظــر  T-ALL تشخیص و درمان
هــاي کلیــدي را هایی که ژن miRNAرسد شناسایی می

کننــد، بســیار گیــري مــیهــدف T-ALLدر مسیر پاتوژنز 

ها احتمــالا miRNAحائز اهمیت است. به طوري که این 
توانند به عنوان بیوماکرهاي غیرتهاجمی در تشــخیص می

  .)23(مفید واقع شوند T-ALLو درمان 
 PTENلذا در این مطالعه با توجه به نقــش کلیــدي ژن 

 لعــاتعنوان گزینه مناســب بــراي مطا، این ژن بهT-ALLدر 
هــاي هــدف  miRNAبیوانفورمــاتیکی بــه منظــور یــافتن 

گیرنده آن انتخاب گردید. از این رو در مطالعــه حاضــر، 
هاي هدف گیرنده  miRNAبه پیشگویی در گام نخست 

افزارهــاي بیوانفورمــاتیکی بــا اســتفاده از نــرم PTENژن 
 پیشــگویی miRNA. سپس، میزان بیان مختلف پرداخته شد

 T-ALLر نمونه پلاسماي افراد مبــتلا بــه د PTENشده و ژن 
 Real time PCRدر مقایسه با افراد سالم با کمک روش 

  مورد بررسی قرار گرفت.
هاي بیوانفورماتیکی نشــان نتایج حاصل از پیشگویی

 miR-1297 ،miR-590-3pاز جمله  miRNAداد که سه 
گیري نمایند، را هدف PTENتوانند ژن می miR-19aو 

تکرار و امتیاز را در بیشترین  miR-1297ها ن آناما از بی
هــاي بیوانفورمــاتیکی مــورد مطالعــه داشــت و بــه پایگــاه
در فاز مطالعــه  PTENهدف گیرنده ژن  miRNAعنوان 

اي عملی این پژوهش انتخاب گردید. مطالعات گســترده
در  PTENهــاي هــدف گیرنــده ژن  miRNAبه بررســی 

اند. چندین مطالعه نشــان ها پرداختهانواع مختلف سرطان
 به عنوان miR-130bو  miR-20b ،miR-524اند که داده

miRNA  هاي هــدف گیرنــده ژنPTEN  بــه ترتیــب در
هپاتوسلولار کارســینوما، استئوســارکوما و ســرطان ســینه 

  .)31-33(نمایندعمل می
هــاي  miRNA و همکــارانش نیــز Zouاي از مطالعه

را در افــراد مبــتلا بــه لوســمی  PTENهدف گیرنــده ژن 
هــا نشــان داد لنفوسیتی مزمن مورد بررسی قرار داد. نتایج آن

-miR-19a ،miR-21 ،miRاز جملــه  miRNAکه شش 

26a ،miR-26b ،miR-214  وmiR-1297 تواننــد ژن می
PTEN ايعلاوه بر ایــن، مطالعــه .)34(گیري نمایندرا هدف 

ــه  ــان داد ک ــه  miR-363-3pو  miR-20b-5pدیگــر نش ب
ـــوان ع ـــده ژن miRNAن ـــدف گیرن ـــاي ه در  PTENه
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رو با توجــه بــه ایــن . از این)35(هستند T-ALLهاي سلول
عنــوان ژن احتمــالی بــه PTENکه در مطالعــه حاضــر ژن 

 معرفی شده است و نظر به معرفــی miR-1297هدف گیرنده
دیگر در مطالعات پیشــین، لــذا شایســته  miRNAچندین 

 تر ایــن بیومارکرهــااست که در تحقیقات آتی کارایی بیش
  مورد بررسی و مقایسه قرار گیرند. T-ALLدر شناسایی 

در مطالعه حاضــر  Real time PCRنتایج حاصل از 
در پلاســماي  miR-1297نشان داد که ســطح پلاســمایی 

قابل توجهی بــالاتر از افــراد طور به T-ALLافراد مبتلا به 
در افراد مبــتلا بــه  miR-1297سالم بود. میزان بیان نسبی 

T-ALL  در مقایسه با افراد سالم افزایش داشت کــه ایــن
). در حــالی =001/0P، 93/45دار بود (افزایش بیان معنی

برابــر در  23/5بــه انــدازه  PTENکه میزان بیان نسبی ژن 
قایسه با افراد ســالم کــاهش را در م T-ALLافراد مبتلا به 

، 191/0دار بــود (نشان داد که این کاهش بیان نیــز معنــی
001/0P=دهنــده وجــود یــک ارتبــاط ). این نتــایج نشــان

و کــاهش بیــان ژن  miR-1297منفی بــین افــزایش بیــان 
PTEN تواند حاکی از این باشد کــه احتمــالا است و می

miR-1297 ر تومــور به عنوان یک انکوژن، ژن سرکوبگ
PTEN دهد.را هدف قرارمی miR-1297 یکــی ازmiRNA 

مرتبط بــا ســرطان اســت کــه نقــش مهمــی را در پــاتوژنز 
اخــتلال در بیــان  .)36،37(کنــدهاي انسانی ایفا میسرطان

هاي انسانی گــزارش شــده در انواع سرطان miRNAاین 
منحصــر بــه هــر  miR-1297بیــان و عملکــرد  .)38(اســت

در  miR-1297بــه طــوري کــه بیــان  سلول و بافت است،
هــاي کولورکتــال، پــانکراس و آدنوکارســینوماي سرطان

هــاي حنجــره و ســینه افــزایش ریه کــاهش و در ســرطان
بسته به نوع ســرطان  miR-1297عملکرد  .)38-42(یابدمی

هــاي مختلــف بــه توانــد در ســرطانمتفاوت اســت و مــی
ــد ــا ســرکوبگر تومــور عمــل نمای    .)38(عنــوان انکــوژن ی

miR-1297 عنوان انکوژن سبب القاي تکثیر، مهاجرت به
ــورزایی در ســلول هــاي ســرطانی حنجــره و بیضــه و توم

توانــد مــی miRNAدر حالی که همین  .)40-43(گرددمی
بب افــزایش آپوپتــوز، مهــار به عنوان سرکوبگر تومور س

 هاي ســرطانی پروســتاتتکثیر، مهاجرت و تهاجم در سلول
   .)46-44(و هپاتوسلولار کارسینوما گردد

را به  miR-1297این مطالعه براي اولین بار تغییرات 
در افراد مبــتلا  PTENهدف گیرنده ژن  miRNAعنوان 

مورد بررسی قرار داد. نتایج این مطالعه نشــان  T-ALLبه 
 T-ALLبه عنــوان یــک انکــوژن در  miR-1297داد که 

را  PTENکند، که احتمالا ژن سرکوبگر تومور عمل می
 miR-1297رســد کــه نظر میدهد. بنابراین بههدف قرار می

شاید بتواند به عنــوان یــک بیومــارکر احتمــالی بــالقوه و 
کــار بــرده بــه T-ALLو درمــان غیرتهاجمی در تشخیص 

هــاي اگرچه ایــن امــر نیازمنــد مطالعــات و بررســی شود.
 تر از جمله آزمون لوسی فراز است، تا رابطه عملکرديبیش
  بهتر مشخص گردد. PTENو ژن  miR-1297بین 

  

  سپاسگزاري
نامـــه مطالعــه حاضــر بــه عنــوان بخشــی از پایــان

انجام آن  کارشناسی ارشد بوده است که هزینه مربوط به
ــوم  ــگاه عل ــاوري دانش ــات و فن ــت تحقیق ــط معاون توس
پزشکی اراك تامین گردیده است. بدین منظــور تمــامی 
نویسندگان مراتب قدردانی خود را از همکــاران محتــرم 
در آزمایشگاه ویــروس شناســی دانشــگاه علــوم پزشــکی 

  دارند.اراك اعلام می
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