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Background: Acute Myeloid Leukemia (AML) is the second most prevalent blood cancer in Iran and the 
fifth prevalent cancer in the world, which involves 8% of all the cancers. MicroRNAs are a class of small 
non-coding RNAs which have recently been shown to play a crucial role in major cellular processes such as 
development and differentiation, which can change the genes regulation that may lead to cancer development. 
So far, the miR-199b expression has been studied in many types of solid cancers; therefore, the purpose of the 
present study was to determine the miR-199b expression in AML. type of blood cancer.
Materials and Methods: In the present case-control study, miR199b expression was investigated in 30 
patients with AML admitted to Mirzakochak khan Jangali Hospital, in 2016, using Real time PCR and the 
results were compared with those of the same number of healthy individuals as control. Statistical analyses 
were performed using SPSS (version 19), Graphpad, and Prism 6 running t-tests. P values <0.05 were 
considered as significant. 
Results: There was a statistically significant reduction in miR199b expression in patients as compared 
with control group (P=0.0001) while no correlation was observed between patients’ age (P=0.545) and sex 
(P=0.704) with miR-199b down-regulation among the studied population. 
Conclusion: Mir-199b, as a tumor suppressor, showed a reduction in its expression. Therefore, evaluation 
of expression of that can be used as a diagnostic agent and also a prognostic factor in patients with AML.
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مقدمه:
سرطان خون حدود ۸درصد از كل سرطان های جمعيت انساني و حدود 7درصد 
به طوری كه  داده است،  اختصاص  به خود  را  بدخيمی ها  از  ناشی  مير  مرگ و 
AML) رتبه پنجم مرگ و مير در جهان و دوم در ایران را داراست. در این بين
Acute Myeloid Leukemia(، دومين سرطان خون شایع )1۸/5درصد( در ایران 
گزارش شده است)1(. شيوع AML به طورتقریبی 2/3 در هر 1000 هزار نفر 
به طوری كه تخمين زده شده است  افزایش می یابد،  افزایش سن  با  است كه 
تا سن 65 سالگی 1/7 و پس از آن  به 16/2 افزایش می یابد. ميزان مرگ و 
مير ناشی از AML زیر 10 سال 0/5 و 20 نفر به ازای هر 100هزار نفر در دهه 
نهم زندگی است)2(.  این نوع از سرطان كه شایع   ترین نوع لوسمی حاد در ميان 

بزرگسالان است، از مغز استخوان شروع و باعث شکل گيری تعداد زیادی گلبول 
سفيد غيرطبيعی می شود و در صورتی    كه درمان نشود، به سرعت رو به وخامت 
نوع  به سن، وضعيت سلامتي،  و  است  پيچيده  بسيار  لوسمي  درمان  می   گذارد. 
لوسمي و ميزان پراكنده شدن آن بستگي دارد)3(. بلاست ها یا سلول های خونی 
سرطانی در سرطان خون AML غيرطبيعی هستند و به گلبول   های سفيد سالم 
تبدیل نمی   شوند. سلول های خونی سرطانی در مغز استخوان و خون جمع شده و 
فضای كمتری برای گلبول   های سفيد، گلبول   های قرمز و پلاكت   های سالم باقی 
نتيجه كم خونی  در  و  به عفونت، خونریزی شدید  ابتلا  این هنگام،  در  می   ماند. 
كدكننده  ژن هاي  تنظيم كنندگي  نقش  به  اخير  دهه  دو  در  می شود)4(.  حاصل 
 RNAs زیرگروه بزرگی از microRNAs .توجه ویژه اي شده است  MicroRNAs

مقاله پژوهشی

سابقه وهدف: سرطان خون میلوئید حاد )AML(، دومین سرطان شایع در ایران و پنجمین سرطان در دنیاست که حدود 8درصد از کل سرطان ها را به خود 
RNAs کوچک غیر کد شونده هستند که از طریق تنظیم پس از رونویسی، در فرآیندهای مهم  MicroRNAs، گروهی از کوچکی از  اختصاص داده است. 
سلولی از جمله تکامل و تمایز ایفای نقش می کنند و با ایجاد تغییر در بیان بسیاری از ژن های هدف باعث گسترش سرطان می شوند. بیان miR-199b در بسیاری از 

سرطان های جامد بررسی شده است، بنابراین هدف از این مطالعه، بررسی بیان miR-199b در بیماران مبتلا به سرطان خون از نوع AML است.
میرزاکوچک  بیمارستان  به  کننده  مراجعه    AML به  مبتلا  بیمار  در30   miR-199b بیان  مورد-شاهدی،  مطالعه  این  در  منظور،  این  برای  روش ها:  و  مواد 
خان جنگلی، در سال 1395، توسط Real time PCR بررسی و با همان تعداد فرد سالم مقایسه شد. تجزیه و تحلیل آماری با نرم افزار Grafpad prism 6 و  

)SPSS  )19 version و با بکار بردن t-test  انجام شد. مقادیرP<0.05  معنادار در نظر گرفته شد. 
 .(P=0.0001) در مقایسه با گروه کنترل کاهش چشمگیری نشان داد که از لحاظ آماری نیز معنادار بود AML در بیماران مبتلا به miR-199bیافته ها: سطح بیان

در حالی که ارتباط معناداری بین سن (P=0.545) و جنسیت بیماران (P=0.704) با کاهش بیان miR-199b در جمعیت مورد مطالعه مشاهده نشده است. 
نتیجه گیری: بیان miR-199b  به عنوان یک تومور سوپرسور کاهش نشان داده است. بنابراین، بیان آن می تواند به عنوان عامل تشخیصی و همچنین در تعیین 

گهی بیماران مبتلا به AML بکار رود. پیش آ

 Real time PCR ،miR-199b ،واژگان کلیدی: سرطان خون میلوئید حاد
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غيركدكننده هستند كه روی بيان ژن  ها تاثير گذاشته و تغيير در بيان آن ها 
مي تواند روی فرآیندهای زیستی مهم از جمله تکثير، تمایز و آپوپتوز تاثيرگذار 
فرآیندهای  تنظيم كننده های  به عنوان   miRNAs كليدی  نقش  باشد)5(. 
مختلف سلولی نظير زمان بندی تکاملی، تمایز بافتی، تکثير سلولی، تکامل 
اندام، تداوم توانایی سلول بنيادی و آپوپتوز به اثبات رسيده است. تغيير بيان 
انسانی گزارش شده است و شواهد  از سرطان های  miRNAs در بسياری 
انکوژن  به عنوان   miRNAs بر نقش كليدی  این زمينه مبنی  مستدلی در 
یا سركوبگر تومور در توسعه بسياری از بدخيمی های انسانی وجود دارد)6(. 
طبق بررسي هاي اخير، مسيرهاي مهمی براي تنظيم بيان ژن هایی شناسایی 
شده است كه با واسطه microRNAs انجام مي گيرند. miR-199b به عنوان 
و  در گسترش  مهمی  نقش  آن  بيان  كاهش  و  كرده  تومورسوپرسور عمل 
و   9 كروموزوم  روی   miR-199b جایگاه  می كند.  بازی  سرطان  پيشرفت 
در Kb 2/2 منطقه اینترونی بين اگزون 14 و 15 است كه نقش تنظيمی 
مهمی در تمایز ایفا می كند)7(. با كاهش بيان آن، افزایش چشمگيری در 
ژن های  همچنين  و  سلولی  تکتير  و  رشد  در  درگير  ژن های  بيان  ميزان 
بسياری  در   miR-199b بيان  كاهش  می كند.   ایجاد  سلولی  آپوپتوز  مسير 
از سرطان های جامد از جمله سرطان های كولون، سرطان تخمدان، سرطان 
تيروئيد، كليه، سرطان سينه و پروستات  اندومتریوم، كبد، ریه،  مثانه، مغز، 
گزارش شده است، اما مطالعه های بسيار محدودی در مورد بررسی بيان آن 
در انواع سرطان خون مانند AML انجام شده است. بنابراین، هدف از مطالعه 
حاضر كه برای نخستين بار روی جمعيت ایرانی انجام می شود، بررسی بيان 

miR-199b در بيماران AML و مقاسيه آن با گروه كنترل است. 
مواد و روش ها:

در این مطالعه مورد-شاهدی (case-control)، كه به صورت تصادفی انجام 
ميرزا  بيمارستان  به  مراجعه كننده   AML به  مبتلا  بيمار   30 از  است،  شده 
كوچک خان جنگلی، تهران، قبل از شروع شيمی درمانی و همان تعداد فرد 
سالم به عنوان كنترل در سال 1395، بعد از اخذ رضایت نامه كتبی آگاهانه 
طبق رهنمود اخلاقی نمونه گيری انجام شــد. محدوده سنی بيماران بين 32 
تا 74 سال و محدوده سنی افراد سالم بين 31 تا 7۸ سال است. تشخيص 
رومانوسکي  رنگ آميزي  با   FAB طبقه بندي  اساس  بـر  خون  نوع سرطان 
لام خـون محيطی انجام شد. آزمـایش CBC برای بررسي خون محيطی 
بيماران به منظور انـدازه گيـري WBC،PLT ،Hb  و تعيين درصد بلاست 

بيماران به طور جداگانه انجام شد.
:cDNA و تهیه RNA استخراج 

  RNX-PLUS محلول  توسط  خون  نمونه های  تمام  از   RNA استخراج 
از  پس  و  شد  انجام  سازنده  شركت  دستورالعمل  طبق  ژن(  سينا  )شركت 
بررسی كمی و كيفی RNA استخراج شده با استفاده از روش نانودراپ، سنتز 
 oligo dT، شامل( master mix 2 و Master mix 1 با استفاده از cDNA
MMULV و  آنزیم   ،Random hexamer، dNTP، Nuclease free water
بافر MMULV 10x است( طبق پروتکل انجام شد. پرایمرها توسط نرم افزار 

Perl Primer طراحی و استفاده شدند)جدول1(. 
جدول 1: مشخصات و توالی پرایمرها

mir-199bSequences 5`→3`   (Tm)دما(bp)جفت باز
ForwardGTTTGCCCAGTGTTTAGACTAT51/11

      متغير
ReverseGTGCAGGGTCCGAGGT51/06

                       GAPDH

ForwardATGGAGAAGGCTGGGGCT62/05
124 bp

ReverseATCTTGAGGCTGTTGTCATACTTCTC62/61

:Real time PCR
 Real توسط  ژن  بيان  اندازه گيری  برای   GAPDH و   miR-199b تکثير 
تعيين  شد.  انجام  نسبی  صورت  به  استاندارد  روش  براساس   time PCR
نتيجه  در  فلورنس  تشعشع  افزایش  اندازه گيری  وسيله  به  نسبی  كميت 
 اتصال رنگ سایبرگرین انجام شد. برای اندازه گيری كاهش یا افزایش بيان
مقایسه گردید.  GAPDH داخلی  بيان كنترل ژن  با  آن  بيان   ،miR-199b

حجم نهایی برای واكنش Real time PCR،20 ميکروليتر بود. 10 ميکروليتر 
از master mix برداشته و مقدار 0/5 ميکروليتر از هركدام از پرایمرهای F  و 
R و مقدار 7/5 ميکروليتر آب به آن اضافه شد. این حجم ها در استریپ های 
به هر  استریپ 1۸ ميکروليتر ریخته شد سپس  تایی اضافه شد. در هر   ۸
كدام از استریپ ها 1/5 ميکروليتر cDNA اضافه شد و برنامه آن طبق جدول 
2 تنظيم شد. پس از انجام واكنش داده های خام به صورت Ct از دستگاه 

استخراج شد و اندازه گيری ميزان بيان با روش ΔΔCt انجام شد. 
GAPDH و  miR199b جدول 2: برنامه حرارتی برای تکثير

زماندما )درجه سانتی گراد(چرخهمرحله
10 ثانيه195واسرشتگی اوليه

واسرشتگی
50

5 ثانيه95

GAPDH=59اتصال و گسترش
miR-199b=5234 ثانيه

آنالیز آماری:
در پژوهش حاضر مقادیر متغيرهای كمی به صورت خطای معيار ± ميانگين 
و مقادیر متغيرهای كيفی به صورت درصد فراوانی نشان داده شد. از آمار 
آماری  و محاسبه شاخص های  نمودارها  تهيه جداول، رسم  برای  توصيفی 
مورد  گروه های  بين   miR-199b بيان  ميانگين  مقایسه  برای  شد.  استفاده 
نرم افزار  توسط  داده ها  شد.  استفاده  مستقل  نمونه های   t آزمون  از  مطالعه 
Graphpad Prism تجزیه و تحليل و مقادیر p<0.05 معنا دار در نظر گرفته 

شد.
یافته ها:

و  تکثير  و منحنی های  اطلاعات دموگرافيک شركت كنندگان در جدول 3 
هستند.  مشاهده  قابل   2 و   1 تصاویر  در  ترتيب  به   miR-199b ژن  ذوب 
ميزان  تغييرات  اندازه گيری  توسط  نمونه ها  تکثير  منحنی  نمودارهای 
فلورسانس به وسيله دستگاه  Real time PCR انجام شد كه در آن تکثير 
اختصاصی  تایيد  PCR است.  افزایش ميزان محصول  تایيد كننده  نمونه ها 
بودن عملکرد پرایمرهای طراحی  شده و نيز عدم آلودگی به DNA ژنومی با 
بررسی پيک منحنی ذوب اختصاصی در دمای 72/59 درجه سانتي گراد انجام 
شد. محدوده سنی بيماران بين 32 تا 74 سال و ميانگين سنی 53 سال و 
افراد سالم بين 31 تا 7۸ سال و ميانگين سنی 54/5 سال  محدوده سنی 
است. انحراف معيار سن برای بيماران SD=9.81± و برای نمونه های سالم 
بيماران  فراوانی  بيشترین   ،FAB اساس طبقه بندی  بر  است.   ±SD=10.03
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مربوط به زیرگروه M2 بوده است.
FAB French American British  *

جدول 3: مشخصات خون شناسی و معيار  های ورود و خروج نمونه های بيمار

اطلاعاتشاخص
Mean (±SD)سن بيماران

32-7453 (±SD= 9/81)

تعداد بيماران )درصد(جنسيت
مرد
زن

)63/3( 19
)36/7( 11

تعداد بيماران )درصد(متغيرهای بالينی بيماران
)×109/L (  سلول های سفيد

<10
10 >

)66(20
)34(10

(g/dl)  هموگلوبين
80≥
80>

)۸0(24
)20(6

)×109/L(  پلاكت
50≥
50>

)43(13
)57(17

بلاست مغز استخوان
50≥
50>

)40(12
)60(1۸

*FAB  دسته بندی بر اساس
M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

)0(0
)34(10
)24(7
)20(6
)13(4
)6(2
)3(1

miR-199b تصویر1: منحنی تکثير

 miR-199bتصویر2: منحنی ذوب
نتایج به دست آمده حاكی از آن است كه ميزان بيان miR-199b در افراد بيمار 
به طور ميانگين 1/5 برابر نسبت به افراد نرمال كاهش داشته و از لحاظ آماری 

نيز معنادار است(P= 0.0001) )نمودار 1(. 

نمودار1: مقایسه بيان miR-199b در بين بيماران و افراد سالم
10 نفر )33درصد( از  بيماران در گروه سنی زیر 50 سال و 20 نفر )66درصد( از 
آن ها بالای 50 سال بودند كه با بررسی نتایج بين این دو گروه ارتباط معناداری 

بين سن افراد و ميزان بيان miR-199b مشاهده نشد ( P<0/05) )نمودار 2(.

miR-199b نمودار2: مقایسه سن بيماران با بيان
از بين بيماران، 1۸ نفر)60درصد( مرد و 12 نفر )40درصد( از آن ها زن بودند كه 
نتایج ارتباط بين جنسيت و ميزان بيان miR-199b نيز نشان دهنده عدم ارتباط 

جنس با خطر ابتلا به بيماری بود( P<0/05)  )نمودار 3(.

miR-199b  نمودار3: مقایسه جنسيت و بيان
بحث: 

نقش microRNAs در فرآیندهاي حياتي متنوعي از جمله رشد سلولي، تکوین، 
آپوپتوز و تمایز سلولي به اثبات رسيده است. اختلال در تنظيم miRNAs كه به 
عنوان سركوبگر تومور یا انکوژن فعاليت می كنند، موجب تومورزایی یا پيشرفت 
كه  می دهد  نشان  اخير  مطالعه های  می شود.  سرطانی  سلول های  گسترش  و 

113 /   خدیجه عنصری و همکاران
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حدود 50درصد از miRNAs انسانی با انواع سرطان ها در ارتباط هستند و بدین 
ترتيب، miRNAs به طور فزآینده ای به عنوان بيوماركرها و هدف درمانی مطالعه 
شدند. شناسایی miRNAs  و ژن های هدف آن ها، افق روشنی را براي شناخت 
است.  كرده  فراهم  می شوند،  منجر  سلول ها  شدن  سرطانی  به  كه  مسيرهایی 
بالقوه در  بيومولکول ها به عنوان نشانگرهای زیستی  این  از  این رو می توان  از 
تشخيص، پيش بينی و درمان سرطان استفاده كرد)microRNA-199b .)۸ نقش 
تنظيمی مهمی در تمایز داشته و در انواع مختلف تومورهای انسانی مطالعه شده 
یک  عنوان  به  انسانی  سرطان های  مختلف  انواع  در   miR-199b است)10و9(. 
مهاركننده  و  سلولی  تکثير  متوقف كننده  یک  و  می كند  عمل  تومور  سركوبگر 
تهاجم سلولی است كه نقش مهمی در عدم گسترش و پيشرفت سرطان بازی 
به  بيماران مبتلا  miR-199b در  بيان  بررسی  به  می كند. در مطالعه حاضر كه 
در  بيماران  بين  در  آن  بيان  ميانگين  كه  می دهد  نشان  است،  پرداخته   AML
مقایسه با گروه كنترل 1/5 برابر كاهش  داشته و ارتباط مستقيمی بين كاهش 
نيز  آماری  از نظر  بيماری وجود دارد كه  این  به  ابتلا  افزایش خطر  با  بيان آن 
معنادار بوده است(P=0.0001). همراستا با این تحقيق كه برای اولين بار روی 
جمعيت ایرانی انجام شده است، در تحقيقی كه Favreau و همکارانش در سال 
2016 به بررسی بيان miR-199b در بيماران AML پرداختند، نشان دادند كه 
 AML یک سركوبگر تومور است و به طور قابل توجهی در بيماران miR-199b
منجر  بيماری  این  به  ابتلا  خطر  افزایش  و  تومورزایی  به  كه  می یابد  كاهش 
این miR در  بيان  این راستا پژوهشگران زیادی به بررسی  شده است)11(. در 
انواع سرطان ها در جمعيت های گوناگون پرداخته اند. نتایجی كه در سال 2013، 
انجام  پروستات  سرطان  به  مبتلا  بيماران  روی  همکارانش  و   Shang توسط 
منفی روی  تنظيم  با  است كه  بوده   miR-199b بيان  از كاهش  نيز حاكی  شد 
در  و سرطانی شدن سلول ها می شود)12(.  باعث گسترش   HIF-1α ژن هدف 
تحقيقی كه Fang  روی بيماران مبتلا به سرطان سينه انجام داد، گزارش كرد 
كه كاهش بيان miR-199b با هدف قرار دادن ژنHER2 ، باعث افزایش خطر 
ابتلا به این بيماری شده است)13(. بيان miR199b همچنين در بيماران مبتلا 
با    Pignot به سرطان كبد كاهش چشمگيری نشان داده است)14(. همچنين 
 miR-199b تحقيق روی 166 بيمار مبتلا به سرطان مثانه گزارش كرد كه بيان
ميان  در  است)15(.  داده  نشان  ملاحظه ای  قابل  كاهش  بيماران  این  بين  در 
پرداخته   microRNA چندین  بررسی  به  كه   ،2012 سال  در   Torres مطالعه 
چشم  به  اندومتر  سرطان  به  مبتلا  بيماران  در   miR-199b بيان  كاهش  است، 
می خورد )۸(. همچنين در گزارش دیگری، كاهش بيان miR-199b با كاهش 
بقای سلول در سرطان تخمدان در ارتباط بوده است. در این مطالعه كه بررسی 
روی مراحل پایين تا پيشرفته سلول های سرطان تخمدان انجام شده ، نشان داده 
است كه فقدان این microRNA كه در نتيجه خاموش سازی و كاهش بيان آن 
از طریق مکانيسم های اپی ژنتيک مانند متيلاسيون بوده است، باعث شده كه 
بيان ژن های هدف كه در تومورزایی نقش اساسی دارند افزایش یافته كه این 
روند به افزایش و پيشرفت روند سرطانی شدن سلول ها منتهی شده است)16(. 

تضعيف  باعث   miR-199b بيان  كه  است  شده  داده  نشان  دیگری  تحقيق  در 
 CpG جزایر  كردن  متيله  با  و  می شود  مغزی  سلول های  رشد  و  تکثير  ميزان 
كاهش  باعث  دارد،  قرار  ژن  این  پروموتور  بالادست  و  تنظيمی  منطقه  در  كه 
بيان آن شده و در نتيجه افزایش رشد سلول های مغزی در محيط كشت شده 
از  ممانعت  نتيجه  در  و  مهاجرت  تضيف  باعث   miR-199b است.  شده  بيشتر 
متاستاز سلول های سرطانی مغز شده است. همچنين تحقيقی كه همين نویسنده 
داده،  انجام  مغزی  تومور  به  مبتلا  بيماران  در   miR-199b بيان  بررسی  روی 
نشان داده است كه ميزان بيان این microRNA در نمونه های متاستاتيک در 
مقایسه با سلول های سرطانی كه هنوز متاستاز نداده اند افزایش داشته است)17(. 
HES1 توسط بيان   در مطالعه ای روی كشت سلول های سرطانی مغز، كاهش 
 miR-199b باعث تنظيم منفی ميزان تکثير و رشد بی رویه این سلول ها شده 
است. از طرفی افزایش بيان miR-199b، مانع بيان چندین ژن درگير در رشد 
سلول های مغزی و كاهش پتانسيل جذب مواد توسط این سلول ها بوده است. 
انجام شده  نيز  تومور مغزی  به  بيماران مبتلا  این تحقيق كه روی  راستای  در 
بيمار در مرحله  miR-199b به طور قابل ملاحظه ای در 61  بيان  است، سطح 
اوليه بيماری افزایش نشان داده و این ميزان درمراحل پيشرفت بيماری به شدت 
افزایش  بين  ارتباط مستقيمی  بوده كه  از آن  نتایج حاكی  كاهش داشته است. 
بقای بيماران با سطح بالای miR-199b در مقایسه با سطوح پایين آن گزارش 
شده است)1۸(. در مطالعه ای دیگر، با اضافه كردن miR-199b به محيط كشت 
سلول های سرطانی تيروتيد، نشان داده است كه وجود این مولکول باعث كاهش 
بيان  كاهش  از سرطان ها،  تعدادی  در  می شود)19(.  سرطانی  سلول های  تکتير 
miR-199b با اندازه تومور، مرحله بيماری، تقسيم و پيش آگهی ضعيف بيماری 
در   miR-199b بيان  كاهش  همچنين  است)1۸-20(.  داشته  مستقيم  ارتباط 
افزایش  كه  حالی  در  است  شده  مشاهده  سرطانی  و  سرطانی  پيش  بافت های 
سرطانی  سلول های  پيشرفت  و  تشکيل  و  سلولی  رشد  كاهش  باعث  آن  بيان 
شده است)21و15و۸(. در مطالعه ای كه Wang روی بيماران سرطان ریه انجام 
داد، مشاهده كرد كه سطح miR-199b در این بيماران در مقایسه با افراد سالم 
كاهش قابل توجهی پيدا كرده است)22(. یکی از محدودیت های تحقيق حجم 
كم نمونه هاست كه در مطالعه های بعدی بررسی بيان miR-199b در دیگر انواع 
سرطان ها و همچنين بررسی بيان ژن ها و microRNAs دیگر با استفاده از تعداد 

نمونه های بيشتر ضروری به نظر می رسد.
نتیجه گیری:

به طور كلي microRNAs مي توانند ابزار مهمي در تشخيص زود هنگام بيماري 
و پيش  آگهي آن و همچنين اهداف مهمي برای طراحي و گسترش درمان هاي 
جدید باشند. مي توان از  miR-199b به عنوان نشانگرهای زیستی برای تشخيص 

و پيش بينی این بيماری استفاده كرد.
تشکر و قدردانی:
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جمع آوری نمونه ها ما را یاری كردندكمال تشکر و امتنان را داریم.
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