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 مقاله تحقیقی
 

 در بیماران مبتلا به لوکمیای میلوئیدی مزمن CK-18بررسی کمّی بیان ژن 
 

 2نیا ، فریبا شریف،*1مقدّم ، نسترن اصغری1 فرشید قیدر

 

 گروه زیست شناسی، واحد تهران مرکزی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران .1
 اسلامی، تهران، ایرانگروه زیست شناسی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد  .2

 
 02144600184تلفن و فاکس: ، nas.asgharimoghaddam@iauctb.ac.irآدرس الکترونیکی:  مسئول مکاتبات:* 
 

 دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی و آزمایشگاه آتامحل انجام تحقیق: 
 

 23/01/99تاریخ پذیرش:      17/11/98ت:تاریخ دریاف
 

 هچکید
های اخیر افزایش انواع سرطان است. میزان ابتلا به آن در سال ترینیکی از شایع (CMLبیماری لوکمیای میلوئیدی مزمن )

های آزمایشگاهی و تشخیصی در حال حاضر اکثر روش شود.منجر به مرگ و میر بالا مییافته و در صورت تشخیص دیرهنگام 
سیتوکراتین هنگام سرطان است. ای برای تشخیص زودباشند و این موضوع مانع عمدهگیر میپر هزینه و وقت سرطان سخت،

18 (CK18 )است. شده مشاهدههای مختلف در سرطان شد و تغییر الگوی بیان آنباهای اسکلت سلولی مییکی از پروتئین
است، در آنها به تازگی شناخته شده CML افرادی که بیماریدر  mRNAبه بررسی تغییر بیان این ژن در سطح مطالعه حاضر 

انجام شده  RNA استخراج ،در ادامه .آوری شدفرد سالم جمع 50و  CMLفرد مبتلا به  50منظور نمونه خون بدین .پردازدمی
قدرت .آنالیز شدCTΔΔ–2های حاصل با فرمول و داده مورد سنجش قرار گرفت CK-18بیان نسبی ژن  time PCR-Realو با روش 

 CK-18برابری و معنادار ژن  92/1افزایش بیان دهنده ها نشانیافته گیری شد.اندازه ROCبا رسم منحنی  CK-18بیومارکری 
و نیز ارتباط معناداری بین جنسیت و تغییر میزان بیان ( p<0.05های لوسمی نسبت به نمونه های نرمال مشاهده شد )در نمونه
تواند می CK-18ژن  mRNAنتایج بدست آمده از این مطالعه نشان داد که بررسی مقدار  یافت نشد. در گروه بیماران این ژن

 مفید باشد.در کنار سایر عوامل  CMLبرای تشخیص 
 

 سیتوکراتین، CK-18، سرطان(، CMLلوکمیای میلوئیدی مزمن )واژگان کلیدی: 
 

 مقدمه
های سفید به ایجاد نامحدود سلول اواژه لوکمی

ها حدود . این گروه از سرطاننامتعادل در خون اشاره دارد
و نیز بیشترین میزان  دهنداز انواع سرطان را تشکیل می 3%

این  .(1،2) ها داردمرگ و میر را نسبت به دیگر سرطان
که به علت بیماری یک اختلال کلونی نئوپلاستی است 

 آیدساز خونی پدید میسلول پیش تغییرات ژنتیکی در
 لف دارد و به طور سنتی برلوکمیا چند نوع مخت .(3،4)

های درگیر در آن و سلولاساس سرعت پیشرفت بیماری 

تشخیص لوکمیای حاد از طریق  شود.طبقه بندی می
و ها در خون محیطی و مغز استخوان مشاهده بلاست

های تشخیص لوکمیای مزمن براساس کندی بلوغ سلول
لوکمیا بر اساس مکانی  ،چنین. همگیردایمنی صورت می

به دو نوع لنفوئیدی و گیرند ها از آن منشا میکه سلول
 4. بر این اساس در حالت کلی شوندمیلوئیدی تقسیم می

(، ALLنوع لوکمیا با عناوین لوکمیای لنفوئیدی حاد )
(، لوکمیای میلوئیئدی حاد CLLلنفوئیدی مزمن )لوکمیای 

(AML)  و لوکمیای( میلوئیدی مزمنCMLوجود دارد ) 
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هده شده در  افراد درصد  لوکمیای مشا 15-20حدود  .(5)
 اریتعداد بس CMLدر  .(6) دهدتشکیل می CMLبالغ را 

 در شود.یدر مغز استخوان ساخته م دیگلبول سف ادییز
 هرچند باشد. یم آهسته مارییب شرفتیپ سرعت حالت نیا

 ندارند و یهستند، اما عملکرد مناسب بالغ ظاهراً هاسلول
 قدرت مقابله با عفونت ها را یعیطب دیهای سفگلبول مانند
مزمن  کمیایلو یاصل مشکل ،هاسلولتعداد  شیافزا .ندارند

مزمن  کمیایلو هایاست که سلول نیبلکه مسئله ا ،ستین
سفید طبیعی عمر طولانی تری دارند.  هاینسبت به گلبول

 ادییز اریبس آنها تعداد گستره خونی در ،نیبنابرا
 مارییب نیا شود.یبالغ مشاهده م تیلنفوس ای تیگرانولوس
 ای انسالیکرده و معمولا در افراد م شرفتیپ یبا آهستگ

 ،CML مبتلا به مارانیدر اکثر ب .(7) شود یم دهید رتریپ
و  9جابجایی بین کروموزم  از حاصل الحاقیژن  محصول

 مارییب نیا کند.یم فایا CML جادیرا در ا اصلی نقش 22
 خواهد حاد مرحله مزمن به مرحله از ،در اثر عدم درمان

 .(4) دیرس
 ینیهستند که به صورت ع ییمشخصه ها ومارکرهایب

 یندهاآیفر یهاو به عنوان شاخص شوندیم یریاندازه گ
 ییدارو یهاپاسخ ایزا یماریب یندهاآیفر ،یعیطب، یستیز

بدن  عاتیدر ماآنها  .ندگردیم یابیارز یمداخله درمان یبرا
بدن وجود دارند.  یهابافت نیز در سرم و ،ادرار ،مثل خون

در حد  یعیطب طیکه در شرا هستند هایینئیتنها پروآاکثر 
سرطان دچار  جادیدر سلول وجود دارند و در اثر ا یکم
 ایبدن و  عاتینها در خون و ماآ زانیشده و م انیب شیافزا

 قیمده از طرآبه دست یومارکرهای. بدنرویدر بافت ها بالا م
Real-time PCR نییو تع صیتشخ یبرا یتومتریفلوسا ای 

نها آ. شوندیاستفاده م دهندهیزیخونر یتومورها پیت ریز
هدفمند  یهادرمان یاثر بخش ینیبشیپ یبرا نیچنهم

 ماندهیباقلوکمیایی  یهاحداقل سلول صیو تشخ یمولکول
 یمارکرهاویببررسی در حال حاضر  .(8) شوندیاستفاده م

 یروش برا نیثرترؤم ینیبالبه لحاظ شده دأییت یسرطان
متاسفانه است.  افرادشناسایی بیماری و مرحله آن در 

 اختصاصیت کافیو  تیمجزا با حساس یمارکرهاویبتاکنون 
از  یاند و برخنشده ییشناسا ی شایعهاسرطان یبرا

ثر ؤم هیاول حلامر در هاسرطان صیتشخ یبرا ومارکرهایب
عملکرد بهتر  یدارا دیجد یومارکرهایب نیبنابرا. ستندین

 .(9) خواهند بودلازم  یگهآشیو پ یصیتشخ

 13q( روی کروموزوم CK-18) 18ژن سیتوکراتین 
محصول جفت باز طول دارد.  3791واقع شده و  12

این  نوع یک است. حدواسطای پروتئینی آن پروتئین رشته
های اپیتلیال مداوم در انواع مختلف اندامبه طور ژن

بزرگسالان مانند کبد، ریه، کلیه، پانکراس، دستگاه گوارش 
های سرطان درو غدد پستان بیان می شوند و همچنین 

این محصول . (10) شوندها بیان میاین بافت یافته ازتوسعه
عنوان یک پروتئین نشانگر سال است که به 30ژن بیش از 

 استشناخته شدههای اپیتلیالی سلول اختصاصیساختاری 
و در نتیجه در هر دو جنبه حرکت سلولی و پیشرفت 

با پیش آگهی بیمار  CK18یان . ب(11) خیل استسرطان د
 .(12،13) مرتبط است ی اپیتلیالیهادر انواع سرطان

هدف تحقیق حاضر این است که بررسی کنیم آیا 
خود به عنوان که  CK-18توان از تغییر در بیان می

های اپیتلیالی های سلولبیومارکری در تشخیص سرطان
اندازه گیری استفاده کنیم و اینکه آیا  CML، برای است

ی در به عنوان یک مارکر زیستی مولکول  CK-18بیان ژن 
تهاجمی سرطان خون در تشخیص زوهنگام با روش غیر

ممکن است  Real-time PCR سیستم گردش خون با روش 
پی بردن به مکانیسم و نحوه اثر این ژن در نهایت و یا خیر 

ی تا در آینده بتوان از آن به عنوان یک هدف مناسب برا
 استفاده کرد. CMLدرمان 

 
 هامواد و روش

 گیرینمونه
شاهدی است که -مطالعه حاضر یک مطالعه مورد

فرد سالم بود. قبل از انجام  50فرد بیمار و  50شامل 
عفونت حاد گیری بیماران به لحاظ عدم داشتن سابقه نمونه

 ریزهای خودایمن، اختلالات غدد درونویروسی، بیماری
چنین بیماران مورد هم .(14) قرار گرفتند بررسیمورد 

اینه معگیری متخصص پیش از نمونهمطالعه توسط پزشک 
لیتر از خون میلی 5 نامه،پس از کسب رضایت شدند.

و افراد شاهد  بیمار )قبل از شیمی درمانی( محیطی افراد
به آزمایشگاه منتقل  EDTAگرفته شد و در لوله محتوی 

درجه  -80ها در فریزر نمونه RNAتا زمان استخراج . گردید
 قرار گرفتند. گرادسانتی

 mRNAاستخراج از کیت با استفاده  RNAاستخراج 
آلمان براساس پروتکل آن انجام گرفت.  MNتولید شرکت 

استخراج شده به  RNAبه منظور تایید کیفیت و کمیت 
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از  ترتیب از الکتروفورز ژل و نانودراپ استفاده شد.
محصول  QuantiTect Reverse Transcriptionکیت 
 استفاده شد.  cDNAکیاژن برای سنتز شرکت 
 

 ان ژنبررسی بی
کمی  ی لازم به منظور سنجشهاو پروب پرایمرها

به عنوان کنترل  GAPDHو نیز ژن  CK-18میزان بیان ژن 
 طراحی شد Gene Runner v.3.05با کمک نرم افزار  داخلی

 یو پروب ها مریاجتناب از اتصال پرا یبرا .(1)جدول 
مورد  هایژن یمشابه با توال یهایتوال ریشده به سا یطراح

 نترنتیا یکه بر رو  BLAST نظر از
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  )است، در دسترس 

 TAMRA کنندهمطالعه از خاموش نیاستفاده شد. در ا

(Quencher)   گزارشگر از و 3ʹی در انتها FAM یدر انتها 
به منظور تعیین غلظت بهینه  .است شده استفاده 5ʹ

 5/0و  4/0، 3/0، 2/0های از غلظتپرایمرها در واکنش 
میکرولیتر برای انجام  15میکرومولار آنها در حجم کلی 

نتایج با روش  استفاده گردید. Real-time PCRواکنش 
Taq/man  .جهت یافتن غلظت  مورد مطالعه قرار گرفتند

با بهترین غلظت  Real-Time PCRبهینه پروب واکنش 
میکرومولار پروب در  4/0و  3/0، 2/0پرایمر و سه غلظت 

میکرولیتر انجام شد. انتخاب غلظت مناسب  15حجم کلی 
بر اساس چرخه آستانه کمتر و میزان فلورسانت بیشتر 

 .(1)شکل  تعیین می شود
 

 .در مطالعه حاضر های مورد استفادهتوالی پرایمرها و پروب - 1جدول 
 آغازگر PCR (bp) Tmاندازه محصول   توالی آغازگر نام آغازگر
CK18 –F CGCCACCGTCGTCCG 

86 
23/59  

CK18 –R CGAGTGGTGAAGCTCATGCT 97/59 
CK18-P TCCTGTCCTTTCTCTCTCCCCGGA 32/60  

GAPDH-F GAAAGCCTGCCGGTGACTAA 
150 

60/60 
GAPDH-R CTGCGCTCCTGCCTCGATGG 31/60 
GAPDH-P AGGAAAAGCATCACCCGGAG 30/59 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .نتایج حاصل از بهینه سازی غلظت پرایمرها - 1شکل 
 

سیکل انجام گرفت.  40در  Q-PCRواکنش 
گراد به مدت درجه سانتی 95دمای دناتوراسیون آغازی در 

سیکل اشاره شده با برنامه  35دقیقه انجام شد. در ادامه  2
گراد درجه سانتی 95زمانی زیر انجام گرفت: دناتوراسیون 
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گراد به مدت درجه سانتی 60 اتصال ثانیه، دمای 15 برای
گراد به درجه سانتی 72در دمای پلیمریزاسیون و  ثانیه 20

  گیری فلورسانت تابش شده با دستگاهاندازهثانیه.  30مدت 
Eco Biosystems ها با استفاده از نرم و آنالیز ابتدایی داده

 انجام شد. software system ver.5.0افزار 
 

 تجزیه و تحلیل آماری
تجزیه و تحلیل داده ها به صورت توصیفی و تحلیلی 

برای  صورت گرفت.  SPSS Ver24با استفاده از نرم افزار 
 CTΔΔ-2ول و بیماری از فرم CK-18بیان  بینمطالعه ارتباط 
های مختلف گروه آنالیز آماری بینبه منظور استفاده شد. 

استفاده  پیرسون بستگیهمو  t-testمورد مطالعه از آزمون 
ار بار تکر 3با شد. لازم به ذکر است که تمامی آزمایش ها 

انحراف  ±و نتایج به صورت میانگین صورت گرفته است 
داری به عنوان حد معنی P≤0.05معیار گزارش شده است. 

به منظور بررسی قدرت بیومارکری  در نظر گرفته شد.
mRNA  ژنCK-18  از منحنیROC  استفاده شد که سطح

ان عامل مورد بررسی به عنو( موید قابلیت AUCزیر نمودار )
 یک مارکر تشخیصی است.

 
 نتایج

کنندگان در این بررسی آماری روی جمعیت شرکت
سال و  6/45±35/2سنی گروه بیمار  میانگین، مطالعه

 را نشان داد  74/49 ± 46/2میانگین سنی گروه سالم 
(p>0.05). زنان در گروه بیمار و شاهد به ترتیب  چنینهم
 یانمدرصد بودند که اختلاف معناداری  4/41درصد و  6/58

د درصد زنان و مردان شرکت کننده در مطالعه وجود ندار
(p>0.05)  (2)شکل. 

تغییر نسبی  Real-time PCRنتایج به دست آمده از 
را در نمونه بیماران نسبت به افراد سالم به  CK-18بیان ژن 

(. مقدار 3( )شکل p=0.037لحاظ آماری معنادار است )
بوده است  92/1در گروه بیماران  CK-18افزایش بیان 

 CK-18بستگی بیان ژن چنین محاسبه هم(. هم3)شکل 
مردان در گروه بیمار وجود نداشت بین زنان و 

(p>0.05 پس از معنادار شدن اختلاف بیان این 4()شکل .)
نسبت به افراد سالم، به منظور  CMLژن در افراد مبتلا به 

آنالیز منحنی  CK-18ژن  mRNAارزیابی قدرت بیومارکری 
ROC  (. نتایج نشان داد که 5انجام شد)شکلAUC  برای

CK-18 mRNA  595/0برابر با ( 95است% CI, p<0.05 .)
 %56میزان حساسیت و اختصاصیت به دست آمده به ترتیب 

است.  8/9محاسبه شده  Cut offباشد و مقدار می %53و 
توان نتیجه گرفته اگرچه افزایش بیان این به طور کلی می
توان از شود؛ ولی نمیمشاهده می CMLژن در سرطان 

 ده کرد.سنجش آن به عنوان بیومارکر استفا
 

 
 .توزیع جنسیتی افراد بیمار و سالم - 2شکل 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

بیمار سالم

زن مرد



بررسی کمی بیان ...

ان
یر

ی ا
ست

زی
ش 

دان
ی 

ش
وه

پژ
ی 

لم
 ع

مه
لنا

ص
ف

13
97

ن 
ستا

زم
-4

ره 
ما

 ش
-1

د3
جل

39 
 

 
 .CML( در نمونه های سالم و بیماران مبتلا به KRT18) CK-18بیان نسبی ژن  - 3شکل 

 

 
 در هر دو جنس در گروه بیمار. تفاوت معناداری مشاهده نشده است. CK-18بیان نسبی ژن  - 4شکل 

 
 دهد.نشان می CMLسطح زیرنمودار توان بیومارکری این ژن را در بیماران ؛ CK-18برای بیان ژن  ROCمنحنی  - 5شکل 
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 بحث
های مغز استخوان تحت تأثیر قرار سلول CMLدر 

دارد. این بیماری اغلب افراد  یروندی مزمندارند و بیماری 
 3تا  1. وقوع این بیماری سالانه کندبزرگسال را درگیر می

نفر است و احتمالاً بیشترین مطالعه  100000نفر در هر 
های انسان روی این بیماری صورت گرفته بدخیمی درباره
، میزان شیوع کلی 2010تا  2006. از سال (14) است

% در هر سال( و  5/0است )سیر صعودی داشته کمیالو
 .(15) مورد افزایش یافته است 52380به  2014درسال 

هدف از جستجو و تحقیق در زمینه تومور مارکرها 
خون به  آزمایشیک  باای است که بتوان رسیدن به نقطه
 آزمایشبرد و سرطان را شناسایی کرد. این وجود سرطان پی

تواند ساده خون علاوه بر ردیابی سرطان در فازهای اولیه می
جلوگیری کند. اگرچه امروزه ها مرگ در سال از بروز میلیون

های به طور عمده در تشخیص سرطان ی پروتئینیمارکرها
برای شوند، اما مارکر اختصاصی مختلف استفاده می

های بدخیم تاکنون شناسایی نشده است. سرطان
بیومارکرهای بسیاری برای تشخیص سرطان خون به کار 

ولیه که در مراحل امناسبی روند، ولی هنوز بیومارکر می
کاربرد داشته باشد، یافت نشده است. در مطالعه حاضر 

به عنوان یک  CK-18اهمیت تلاش بر این بوده است که 
های مختلف مورد بررسی قرار راتینبیومارکر از میان سیتوک

موری، به نظر مارکرهای تو در بین انواع مختلف .گیرد
تر از بقیه باشد، زیرا مقادیر مناسب  mRNAرسد که می

 Real-Time PCRتوان با روش بسیار کم از این مارکر را می
که روشی است با حساسیت و ویژگی بالا جستجو و ارزیابی 

تا  بود mRNA  CK-18 این امر دلیل انتخاب. (16) کرد
بتوان با بررسی میزان بیان این ژن به جست و جوی 

 .پرداخت CMLتغییرات میزان بیان آن در بیماران مبتلا به 
فرد  50فرد سالم و  50برای این منظور در مطالعه حاضر 

مبتلا به لوسمی میلوبلاستیک مزمن مراجعه کننده به 
میزان تغییر نسبی که  بیمارستان مورد بررسی قرار گرفتند

در افراد مبتلا در مقایسه با افراد سالم  CK-18بیان ژن 
سنجیده شد. نتایج   Real-Time PCRتوسط روش 

-CKژن برابری  92/1دهنده افزایش بیان معنی دار نشان

در نمونه های لوسمیک نسبت به نمونه های نرمال بود  18
 (.p=0.037که این اختلاف از لحاظ آماری معنادار بود )

ممکن است به عنوان یک تشخیص  CK-18بیان بنابراین 
در انواع مختلفی از  افتراقی در سرطان های مختلف باشد.

های نرمال نسبت به نمونه CK-18ها میزان بیان سرطان
کننده در های دلگرممحققان مختلف دادهتغییر کرده است. 

به عنوان نشانگر بیولوژیکی  CK-18مورد استفاده احتمالی 
ی ارزیابی اثر بخشی شیمی درمانی برای سرطان سرم را برا

های مختلف از جمله کارسینومای دستگاه گوارش، سرطان 
اما نتایج  .(17–20) پستان و سرطان ریه گزارش کرده اند

 CMLما نقش بیومارکری را برای بیان این ژن در بیماری 
نقش مهم تواند به دلیل کند. این امر میپیشنهاد نمی
تلیالی و اهمیت کمتر آن های اپیدر سلول 18سیتوکراتین 

 های میلوئیدی باشد.مرتبط با سلولدر تغییرات سرطانی 
در افراد  CK18میزان بیان افزایش معنادار در مطالعه حاضر 

 فاقد ارزش بیومارکرینسبت به افراد سالم  کمیامبتلا به لو
این برای بار نخست است که این تغییر بیان ژن  است. بوده

لازم به  د.گردیهای خونی گزارش های سلولبرای سرطان
توان با تحقیقات بعدی درباره تفاوت بیان ذکر است که می
ر تدارک طوو همینهای مختلف سرطان این ژن در درجه

شواهد لازم برای در نظر گرفتن  دیدن جامعه آماری بزرگتر
به عنوان یک  CK-18تولید شده از ژن  mRNAبررسی 

 .آوردفراهم را  CMLبیومارکر مناسب برای بیماری 
 

 تشکر و قدردانی
نویسندگان تمایل دارند تا از پرسنل آزمایشگاه آتا و 

اسلامی واحد تهران مرکزی به طور از دانشگاه آزاد همین
 گزاری نمایند.پاس حمایت و همراهی سپاس
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