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Background:Research has shown that the expression of UBD (Ubiquitin D) is effective in causing cancer. UBD 
relationship between states with advanced stages of cancer cell differentiation and expression, which probably UBD 
involved in the progression of carcinogenesis. Overexpression of UBD is related to p53, which subsequently progress 
to cancer. The purpose of this study is evaluation of Ubiquitin D gene expression in leukemia patient as a biomarker 
for detection of disease and its progression in patients as well.
Methods: In this study 100 patients with leukemia blood samples and 100 blood samples from healthy people between 
ages 36 to 74 were collected. RNA is then extracted and cDNA synthesis to enzyme MMuLV and Random hexamer 
primers Oligo dt was done. UBD specific primers were designed using Primer Express software and gene expression 
levels UBD by ΔΔct (relative) were measured.
Results: UBD average increase gene expression in individuals less than 50 years equal to 5.82, P <0.0001 and in 
more than is 50 years is 2.10, P <0.0001. 1.70 the lowest expression in CML and in ALL highest expression 7.97 than 
their on normal average and the mean UBD gene overexpression in AML patients in this group of CLL equal to 3.21 
and 4.94 (p-value <0.0001) was observed against.
Conclusion: UBD can be examined until perhaps as a biomarker for diagnosis of leukemia proposed to be used. 
So, we can evaluate the expression of the genes used to diagnose leukemia. However, more studies than the current 
application procedures, in cancer that has a lot of technical errors that were used in this study and prove its accuracy 
and sensitivity is required.
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مقدمه:
سرطان خون (Leukemia) یکی از شایع ترین انواع بدخیمی در کودکان است که 
با بروز تقریبی 40 در هر یک میلیون نفر حدود 30 درصد کل موارد سرطان در 
کودکان زیر 15 سال را شامل می شود )2و 1(. در این بیماری اثر تکثیر و تکامل 
ناقص گویچه های سفید خون و مغز استخوان ایجاد می شود. در این بیماری مغز 

استخوان به صورت غیر عادی، مقدار بسیار زیادی سلول خونی تولید می کند )2(. 

این سلول های خون عملکرد صحیحی نسبت به سلول های نرمال نداشته و باعث 
می شوند، تولید  سلول های سفید خون طبیعی متوقف شده و توانایی فرد را در مقابله با 
بیماری ها به حداقل می رساند )3(. لوسمی مغز استخوان به دو نوع حاد و مزمن تقسیم 
 (ALL، CLL، AML، CML) :می شوند، براین اساس چهار نوع لوسمی وجود دارد
)4(. از علایم رایج شروع این بیماری کاهش وزن و بی اشتهایی است ولی 40 درصد 
بیماران صرفاً شمارش غیر طبیعی  از  این دسته   بیماران بدون علامت بوده و در 

سابقه وهدف: تحقیق ها نشان داده میزان بیان UBD (Ubiquitin D) در ایجاد سرطان موثر است. ارتباط ما بین بیان UBD با تمایز سلولی و مراحل پیشرفته سرطان 
بیان می کند که  به احتمال UBD در پیشرفت کارسینوژنز دخالت دارد. افزایش UBD با بیان p 53 مرتبط بوده که به تسریع پیشرفت سرطان منجر می شود. در این 

مطالعه تغییرهای بیان ژن UBD به عنوان یک بیومارکر  برای تشخیص و بررسی پیشرفت بیماری در افراد مبتلا به سرطان خون بررسی  شده است.
روش بررسی: در این مطالعه تعداد 100 نمونه خون افراد مبتلا به سرطان خون و100 نمونه خون افراد سالم، در بازه سنی 36 تا 74 سال جمع آوری  شد. سپس 
RNA نمونه ها استخراج و سنتز cDNA به کمک آنزیم MMuLV و پرایمرهای Oligo dt و Random hexamer  انجام شد. پرایمرهای ویژه UBD با کمک نرم افزار 

Primer Express طراحی شد و میزان بیان ژن UBD  با روش  )روش نسبی( سنجیده شد.

یافته ها: میانگین افزایش بیان ژن UBD در افراد کمتر از 50 سال برابر با P<0.0001،5/82و در افراد بیشتر از 50 سال برابر با P<0.0001 ،2/10 است. در گروه 
 UBD بیشترین میزان بیان 7/97 برابر به صورت میانگین نسبت به نرمال وجود دارد و میانگین افزایش بیان ژن ALL کمترین میزان بیان 1/70 برابر و در گروه CML

در افراد گروه CLL برابر با 3/21 و در گروه AML برابر با P value<0.0001(  4/94( برابر مشاهده شد.
نتیجه گیری: ژن UBD می تواند بررسی بیشتری شود تا شاید بتواند به عنوان یک بیومارکر پیشنهادی  برای تشخیص سرطان خون استفاده شود. بنابراین می توان 
ارزیابی میزان بیان این ژن را برای تشخیص ابتلا به سرطان خون مورد استفاده قرار داد. به هرحال مطالعه های بیشتری نسبت به روش های کاربردی فعلی، در تشخیص 

سرطان که دارای خطاهای زیادی نسبت به تکنیکی که در این مطالعه استفاده شده و اثبات دقت و حساسیت آن لازم است.

واژگان کلیدی:  UBD، سرطان خون، Real Time PCR، بیان ژن
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سلول های خون در تشخیص موثر است )5(. 
این  میر )6(.  و  مرگ  علت  دومین  عنوان  به  کشورها  از  برخی  در  خون  سرطان 
بیماری در تمام گروه های سنی حتی کودکان هم دیده می شود )7( و در ایران بعد از 
بیماری های قلبی- عروقی و حوادث، به عنوان سومین علت مرگ و میر محسوب 
می شود )8(. شایع ترین نوع سرطان در کودکان لوسمی  است )10و9(، به طوری 
است )11.12(.  لوسمی   به  مربوط  کودکان،  سرطان های  از  درصد   32 حدود  که 
سابقه سقط جنین و خطر ابتلا به سرطان خون نیز در مطالعه های متعددی بررسی  
و نتایج متناقضی حاصل شده است . لوسمی حاد ممکن است بر حاملگی و جنین 
اثر بگذارد. اختلال و رکود رشد جنین در مادرانی که شیمی درمانی نشده بودند 
ملاحظه شده، همچنین زایمان زودرس، سقط خودبخودی و جنین مرده در لوسمی 
اول  ماهه  در سه  زایمان هایی که  در 10درصد  ناهنجاری جنین  است.  حاد شایع 
حاملگی شیمی درمانی شده اند، ایجاد می شود )16-13(. چندین عامل غیر مستقیم  
ازجمله مواجهه با عوامل عفونی، مواجهه با حیوان خانگی با ابتلا به سرطان خون 
مرتبط  هستند )17-19(. به نظر می رسد که سرطان خون نیز مانند دیگر سرطان ها 
با  آن  بروز  در  ژنتیکی  و  باشد که عوامل محیطی  فاکتوریال  مولتی  بیماری  یک 

یکدیگر تقابل می کنند )20(. 
مطالعه ها نشان داده است که میزان یوبیکوئیتینD (UBD)  که همچنین به عنوان 
ارتباط  افزایش می یابد)21(.  نیز شناخته می شود، در سلول های سرطانی   FAT10
ما بین بیان UBD با تمایز سلولی و مراحل پیشرفته سرطان بیان می کند که  به 
احتمال UBD در پیشرفت کارسینوژنز دخالت دارد)24-21(. به طور کلی به نظر 
می رسد UBD به عنوان یک شاخص مهم در پیش بینی،  تشخیص، بررسی پیشرفت 
 سرطان و همچنین به عنوان یک فاکتور آگاهی دهنده، در مراحل ابتدایی بیماری را 
می تواند بررسی  کند.  تاکنون ارتباط بیان این ژن با احتمال سرطان خون در هیچ 
UBD به عنوان یک  این مطالعه بررسی  از  ارزیابی نشده است. هدف  مطالعه ای 
بیومارکر  برای تشخیص اولیه و بررسی نقش آن در افراد مبتلا به سرطان خون  با 

تکنیک real time PCR  است. 
مواد و روش ها:

جمع آوری نمونه : در این مطالعه 100 نمونه خون از افراد دارای سرطان خون 
برای  فاکتورهای یکسان  رعایت  و  پاتولوژی  از سوی متخصص  بررسی   از  پس 
نمونه ها و 100 نمونه از افراد سالم جمع آوری  شد. نمونه ها از سال 1393 تا 1394 
جمع آوری شد و افراد انتخاب شده از نظر سني در طیف  36 تا74 ساله قرار داشتند.

ژن  و   UBD ژن  توالی  تکثیر  منظور  به   :real time PCR برای  پرایمر  طراحی 
GAPDH، یک جفت پرایمر اختصاصی برای هر ژن طراحی شد. طراحی پرایمرها 
انجام شد.   3.0.1 Primer Expressو Gene runner  5از نرم افزارهای با استفاده 

برای جلوگیری از تکثیر DNA ژنومی، پرایمرها طوری طراحی شدند که اتصالات 
داده  نشان   )2( در جدول  پرایمرهای طراحی شده  توالی  کنند.  تکثیر   را  اگزونی 

شده است.
 100 ابتدا  خون  از   RNA استخراج  برای   :cDNA و سنتز   RNA استخراج  
میکرولیتر از خون کامل را در میکروتیوب 1/5 میلی لیتری قرار داده شد. استخراج 
کیت و   RNX-Plus روش  با  قبلی  مطالعه  مراحل،  طبق   cDNA سنتز  و   RNA

vivantis  انجام شد )21(.
برای   GAPDH و   UBD ژن های  تکثیر   :Real time PCR واکنش  انجام 
واکنش  هر  برای  نهایی  حجم   ،qPCR واکنش های  با  ژن   بیان  اندازه گیری 
  1μl، Power SYBR® Green PCR Master 20 میکرولیتر، شامل 100 نانوگرم از
 10mmol/μl، μl از پرایمرهای Mix (Applied Biosystems, USA) 10 μl, cDNA
6 از آب بدون نوکلئاز در نظر گرفته شد. پروتکل دمایی به صورت دناتوراسیون در 
دمای  c˚95  به مدت 3 دقیقه به دنبال آن 45 سیکل، به صورت دناتوراسیون در 
دمای c˚95 به مدت 5 ثانیه، چسبیدن در دمای  c˚60 به مدت 30 ثانیه، انجام شد.
آن  در  که  تعیین شد   )∆∆ct( از روش  استفاده  واسطه  به   relative بیان ژن های 
و  تکثیر  آنالیزهای  نظر گرفته شدند.  در  نرمال  به عنوان گروه  افراد سالم،  نمونه 
شد.  انجام   Applied Biosystems  7500 دستگاه  اساس  بر   Melting Curve

سپس با استفاده از نرم افزار Prism 5  GraphPad نمودار بیان ژن رسم  شد.
یافته ها:

میزان بیان ژن UBD: با توجه به این نکته که از رنگ فلورسانت سایبر گرین 
رنگ  و  پرایمرها  اختصاصیت  بررسی  برای  تحقیق   این  است.در  شده  استفاده 
فلورسانس سایبر گرین و اطمینان از تکثیر قطعه های اختصاصی و بررسی  نبود 
قطعه های غیر اختصاصی در محصول PCR، نمودار منحنی ذوب برای ژن UBD و 
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جدول 1: اختصاری از اطلاعات بیماران مورد مطالعه

 گروه
 بندی

بیماران
سن غده لنفاوی نوع سرطان خون جنسیت  هورمون

درمانی
 شیمی
درمانی رادیوتراپی

تعداد بیماران
≥50 <50 منفی مثبت CML CLL AML ALL زن مرد بله خیر بله خیر بله خیر
62 38 41 59 25 25 25 25 50 50 100 0 100 0 100 0

وزن 
نام پرایمرتوالیمولکولی

72 bp
GCTGCATGCAAAGTCCTTTTTCUBD F

GAAGCATTGGGAGCCATCTCUBD R

124 bp
ATGGAGAAGGCTGGGGCTGAPDH F

ATCTTGAGGCTGTCATACTTCTCGAPDH R

real time PCR برای تکنیک GAPDH و UBD جدول 2: توالی پرایمرهای ژن

.GAPDH UBD . شکل 1: نمودار منحنی ذوب ژن های
UBD منحنی ذوب ژن :GAPDH، B منحنی ذوب ژن :A

شکل 2: آنالیز بررسی بیان ژن UBD در نمونه ها بیمار نسبت به کنترل. RQ: میزان بیان 
ژن UBD را نسبت به نمونه نرمال نشان می دهد. اعداد نشان دهنده شماره نمونه  است

Samples

RQ
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GAPDH )شکل1( رسم  شد که این امر تاییدی بر اتصال صحیح پرایمرها به ژن 
UBD و محصول PCR دقیقاً برای ژن مورد نظر  است. 

و  محاسبه  دستگاه  با  نمونه ها    ct تکثیر،  واکنش  انجام  از  پس 
میزان  اندازه گیری  و  شد  تبدیل  بیان  میزان  بهRQ(Relative quantification) یا 
بیان ژن با روش  Ct∆∆ انجام شد )شکل 1(. میزان بیان نمونه های بیمار به صورت 
مقایسه ای با نمونه های نرمال مقایسه  شدکه در این امر نتایج به دست آمده نسبت 
به میزان بیان همان ژن در بافت نرمال  است. RQ نمونه ها از دستگاه برداشته 

شد و نتایج به دست آمده  با نرم افزار Prism 5 GraphPad رسم  شد )شکل 2(.
نمونه های  و  نرمال  نمونه های  در   D یوبی کوئیتین  نتایج ژن  بررسی 
افراد مبتلا به سرطان خون  به وسیله Real Time PCR: همان طور که 
نتایج نشان می دهد میزان بیان ژن UBD در نمونه های بیمار نسبت به نمونه های 
 سالم افزایش بیان داشته و این افزایش بیان طبق نمودار بالا که به وسیله برنامه 
آنالیز کننده دستگاهreal time PCR  (ABI)  انجام شده است، نشان می دهد که در 
نمونه 45 بیشترین افزایش بیان وجود دارد و  به طور تقریبی 11 برابر نمونه نرمال 
افزایش بیان پیدا کرده است، که این نمونه در گروه ALL نیز قرار دارد. در نمونه 
43 کمترین افزایش بیان وجود دارد که این نمونه در گروه CML قرار داشته و بیان 

آن نسبت به نمونه نرمال بسیار کم افزایش یافته است.
در بررسی نوع سرطان خون افراد مشخص شد که افراد در گروه CML کمترین 
میزان بیان 1/70 برابر و در گروه ALL بیشترین میزان بیان 7/97 برابر به صورت 
افراد  در   UBD بیان ژن  افزایش  میانگین  و  دارد  نرمال وجود  به  میانگین نسبت 
گروه CLL برابر با 3/21 و در گروه AML برابر با P value<0.0001( 4/94( برابر 
مشاهده شد. بنابراین می توان بیان نمود که گروه بیماری بسیار در میزان بیان ژن 
UBD موثر بوده و نقش مهمی در شناسایی سرطان خون بر عهده دارد و دارای 
ارتباط معناداری بین نوع سرطان خون و میزان بیان ژن UBD مشاهده می شود  

)شکل3(.
در بررسی سن و با تفکیک افراد به دو گروه بیشتر از 50 سال و کمتر از 50 سال 
مشخص  شد که ارتباط معناداری بین این دو گروه وجود دارد و میانگین افزایش 

بیان ژن UBD در افراد کمتر از 50 سال برابر با P<0.0001،5/82و در افراد بیشتر 
از 50 سال برابر با P<0.0001 ،2/10  است. در بررسی نتایج بین دو گروه زن  و 
مرد ارتباط معناداری مشاهده نشد P<0.4369 و با جنسیت بیماران میانگین میزان 

بیان ژن UBD افزایش معناداری نشان نداد )شکل4(.
بحث: 

در   UBD ژن   mRNA شناسایی  به  اقدام  بار  نخستین  برای   مطالعه  این  در 
نمونه های خون افراد دارای سرطان خون شد. مطالعه ها نشان داده اند که UBD به 
عنوان یک شاخص در تشخیص سرطان خون به ویژه برای بررسی نوع سرطان 
 UBD حائز اهمیت  است. ارتباط ما بین بیان (ALL، CLL، AML، CML) خون
با تمایز سلولی و مراحل پیشرفت سرطان، بیان می کند که  به احتمال UBD  در 

پیشرفت کارسینوژنز دخالت دارد.
با کمک  را  افراد مبتلا به سرطان روده  بافت  UBD در  یان و همکارانش میزان 
تکنیک های qPCR و )tissue microarray (TMA ، وسترن بلات و رنگ آمیزی 
ایمونوهیستوشیمی بررسی  کردند. نتایج مطالعه ها آن ها نشان داد که افزایش میزان 
بستگی  متاستاز  ایجاد  و  بیماری  مراحل  با  مستقیم  طور  به   UBD سیتوپلاسمی 
دارد. آن ها همچنین بیان  کردند که میزان طول عمر در افراد مبتلا به سرطان 
روده UBD منفی به مراتب بیشتر از افراد UBD مثبت  است)25(. نتایج مطالعه 
مسیر  و   )TNF(TNFR1 گیرنده  از طریق   FAT10 بیان  میزان  که  داد  نشان  رن 
NF-kβ افزایش می یابد. بنابراین درمان با  TNF-α می تواند بیان FAT10  را نیز 
مهار کند)Qing .)26 و همکارانش وابستگی افزایش بیان FAT10 و مرحله سرطان 
روده را بررسی  کردند. آن ها از مقایسه سلول های مختلف با سلول ها در فازهای 
مختلف سرطان استفاده کردند و تکنیک های مورد استفاده آن ها ایمونوهستوشیمی 
 FAT10 و میکروسکوپ فلورسنت بود. مطالعه های آن ها نشان داد که افزایش بیان
از مرحله آدنومای دندانه دار آغاز می شود و تا مراحل villous  و villotubular و 

آدنوکارسینومای مهاجم ادامه می یابد)27(. 
III سرطان  II و  UBD در مراحل  ایزدی و همکارانش مشخص  کردند که ژن 
روده در تکنیک RT-PCR تغییرهای بسیار زیادی دارد و مطالعه های آن ها نشان 
داد که ژن UBD در افراد بیمار 97درصد بیان می شود در حالی که این عدد در 
افراد سالم به 5درصد کاهش می یابد. UBD به عنوان یک شاخص در تشخیص 
سرطان روده به ویژه برای بررسی عود  دوباره در بیماران در مراحل II و III بیماری 
با تمایز سلولی و   UBD بیان  ارتباط ما بین  به دنبال جراحی حائز اهمیت  است. 
مراحل پیشرفته تومور بیان می کند که  به احتمال UBD  در پیشرفت کارسینوژنز 

دخالت دارد)21(. 
  INFγ و TNF α توسط UBD و همکارنش در سال 2010 مهار افزایش بیان Oliva
را بررسی  کردند. آن ها بیان کردند که درمان توأم با TNF α و INFγ  باعث کنترل 

بیشتر روند پیشرفت  بیماری می شود)28(. 
سرطانی  بافت های  در   UBD به  مربوط   mRNA میزان  که  داد  نشان  نتایج 
در  ویژه  به   UBD بیان  افزایش  است.  یافته  افزایش  تومور  اطراف  بافت های  و 

نمونه های افراد در مرحله II و III بیماری دیده شد )21(. 
به  مبتلا  افراد  را در خون   UBD بیان ژن  میزان  بار  برای  نخستین  این مطالعه 
مطالعه  این  نتایج  است.  کرده  بررسی   نرمال  افراد  با  مقایسه  در  خون  سرطان 
می تواند در پیشرفت پیش آگهی از سرطان موثر واقع  شود. مطالعه حاضر و نیز 
گــزارش هاي گذشته نشان می دهند که پیشگویي صحیح پیامد در بیماران مبتلا 
به سرطان به عنوان مشکلی بالیني و پیچیده مطرح  است.  با وجود مطالعه های 
گسترده اي که در زمینه سرطان در سراسر جهان انجام گرفته، صحت عوامل تعیین 
شده همچنان جـاي تردید دارد. به علاوه، پیشرفت بیماری با افزایش خطر مرگ 
ناشی از این بیماري همـراه  هستند. انجام مطالعـه های آتي برای تعیین نقــش 
آگهي سرطان خون  پیش  برای شناخت  آسیب شناختي  و  بالیني  مختلف  عوامل 

ضروری به نظر مي رسد. 
نتیجه گیری:

با توجه به نتایج می توان بیان  کرد که ژن UBD می تواند بررسی بیشتری شود تا 
شاید بتواند به عنوان یک بیومارکر پیشنهادی  برای تشخیص سرطان خون استفاده 
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شکل 3. میزان بیان ژن یوبی کوئیتین D در بیماران دارای سرطان خون بر اساس گروه 
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شکل 4. میزان بیان ژن UBD در بیماران دارای سرطان خون 
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شود. بنابراین می توان ارزیابی میزان بیان این ژن را برای تشخیص ابتلا به سرطان 
خون مورد استفاده قرار داد. به هرحال مطالعه های بیشتری نسبت به روش های 
که  تکنیکی  به  نسبت  زیادی  دارای خطاهای  که  تشخیص سرطان  در  کاربردی 

در این مطالعه استفاده شده لازم است تا بتوان دقت و صحت این بیومارکر را به 
عنوان یکی از فاکتورهای موثر در تشخیص سرطان،  برای پیش بینی سرطان خون 

استفاده  کرد.
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