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 به عنوان شاخصي براي بررسي حداقل بيماري باقيمانده  WT1ارزيابي بيان ژن 

 AMLدر مبتلايان به 
 

 ، 1باغيان احمد قره ، دكتر3 مقدم كامران علي ، دكتر2، دكتر حميداله غفاري4تورج همتي
 6، آسيه عشوري8شهربانو رستمي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

هاي پيش ساز هماتوپوئتيك  كند كه در تمايز و تكثير سلول دگذاري ميبرداري را ك يك فاكتور نسخه WT1ژن 
ارزيوابي كموي بيوان ژن    . شوود  هاي خاصي مانند كليه، تخمدان و قلب نيز بيان مي اين ژن در بافت. نقش دارد

WT1 تواند پارامتر مفيد و كارآمدي براي بررسي حداقل بيماري باقيمانده مي(MRD )ها باشد در لوكمي . 
 ها د وروشموا

 Real timeبوا اسوتفاده از رو     AMLبيموار ميوتب بوه     62در خوون ميييوي    WT1مقدار نسويي بيوان ژن   

Quantitative همه اين بيماران تازه تشخيص . بررسي شد(new case) يوا    بودند و با توجه به در دسترس بودن
، به صورت مقيعي بود وع بنيادي و كاربردياين ميالعه از ن. سال انجام شد 3گيري تا حدود  پيبيماران، نيودن 

برداري از نوع تصادفي و از بين ميتبيان به لوكمي حاد ميلوئيدي بر اساس معيارهواي   انجام شد و نيوه نمونه
فرد  21در خون ميييي  WT1ها با ميزان بيان  در آن WT1ميزان بيان . تشخيصي اوليه از سوي بخش باليني بود

 (.در نظر گرفته شد 416معادل  K562هاي  در سلول WT1ن بيان ميزا)سالم مقايسه شد
 ها يافته

( مووارد % 51بويش از  )هاي حواد  هاي زمان تشخيص در لوكمي در نمونه WT1مقادير قابل توجهي از بيان ژن 
لگواريتم و در   4-2در زمان درمان القايي حودود  )كاهش يافت WT1انجام شيمي درماني، بيان با . مبحظه شد

كمتور از ناحيوه   )WT1هميستگي واضيي بين مقادير نسيي بيان ژن (. لگاريتم 3-1حدود  درمان تيكيمي زمان
. مشواهده شود   AMLو پيش آگهي احتمال وقوع عود در موارد ( خاكستري در مقابل بيشتر از ناحيه خاكستري

تري باقي مانود، از بهيوودي   ها كمتر از ناحيه خاكس در آن WT1هاي متعدد ميزان بيان  گيري پيبيماراني كه در 
مورد از بيماران كه در نهايت ميتب به عود شودند، ميوزان بيوان     6كه  در حالي. مند بودند كلينيكي بالاتري بهره

WT1 ماه قيل از بروز عود باليني از ناحيه خاكستري فراتر رفت 4-6ها حدود  در آن . 
 نتيجه گيری

WT1 ي تشخيص حداقل بيماري باقيمانوده، ارزيوابي توا ير درموان و     يك فاكتور مولكولي مفيد و كارآمد برا
 . است AMLبيني عود در ميتبيان به  پيش

 PCR، (MRD)، حداقل بيماري باقيماندهWT1ژن  :ات كليديكلم

 
 
 

 42/01/42 :تاريخ دريافت 
 42/  42/7 :تاريخ پذيرش 

 
 02442-0027مان انتقال خون ايران ـ صندوق پستي كارشناس ارشد هماتولوژي ـ مركز تحقيقات ساز: ولؤمؤلف مس – 0
4- PhD  ژنتيك ـ استاديار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي 
 فوق تخصص خون ـ استاديار مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي  -3
2- PhD وژي باليني ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران ايمونو هماتول 
 كارشناس ارشد هماتولوژي ـ مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي -2
 مركز تحقيقات خون، انكولوژي و پيوند مغز استخوان بيمارستان دكتر شريعتي   كارشناس ارشد آمار حياتي ـ -4
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  مقدمه 
هـاي حـاد،    لـوكمي  علت اصلي عدم موفقيت در درمـان     

امروزه مطالعات زيادي صـورت ررفتـه    .عود بيماري است
بيني وقوع عـود   كه ارزيابي حداقل بيماري باقيمانده در پيش

 كلــيبــه رــور  MRDتشــخيص (. 1-3)دانــد را مفيــد مــي
هاي مولكـولي يـا ايمونولـوژيكي اسـتوار      براساس شاخص

نــه در )هــاي لوكميــك  هــا در ســلول ايــش شــاخص .اســت
ــال ســلول ــاي نرم ــد (ه ــابرايش تشــخيص . حضــور دارن بن

 PCR روش .هـا ممكـش اسـت    اختصاصي لوكمي توسط آن
 014تـا   012قادر است وجود يك سلول لوكميك را در بيش 

تـوان   را فقـط مـي   روشسلول سالم تشخيص دهد اما ايش 
هـاي مولكـولي    هايي به كار بـرد كـه شـاخص    براي لوكمي

ــ ه ــد  وي -CBF-MYH11 ،AML1-MTG8 ،PMLاي مانن

RAR ،BCR-ABL  بـه همـيش دليـل بـه     . را داشته باشـند
ــيش شــاخص  ــارريري ين ــدودي از   ك ــوارد مع ــه م ــايي ب ه

شـود زيـرا    ميمحدود ( هاAMLدرصد  21حدود )ها لوكمي
(. 4)ها فاقد ينيش ماركرهايي هستند درصد بالايي از لوكمي

تي اهداف ژني جايگزيني را پيدا نمـود كـه در   بنابرايش بايس
 ،هــا ايــش شــاخص. اكثريــت بيمــاران لوكميــك بيــان شــود

، P53ماننـد  )اختصاص به نـوع خاصـي از لـوكمي ندارنـد    
FLT3  وWT1 .)      لذا نحوه عملكـرد يـا ميـزان بيـان ينـيش

ــاخص ــاوت از    ش ــك متف ــون لوكمي ــتي در كل ــايي بايس ه
هـا كـه بـيش از     صيكي از ايش شاخ. هاي سالم باشد سلول

 ويلمـز  سايريش مورد توجـه واقـش شـده اسـت، ژن تومـور     
(WT1) است .WT1   و در  00روي بازوي كوتاه كرومـوزم
رـر تومـور    واقش شده و يك ژن سركوب( 03p 00)03باند 

كه يك نئوپلاسـم كليـوي    ويلمز است كه در پاتوژنز تومور
نـد  ا مطالعات زيادي نشـان داده . (2)كودكان است نقش دارد

به ميـزان زيـادي    AMLبيماران  % 41در بيش از  WT1كه 
به عنوان يك هـدف   WT1بنابرايش استفاده از . شود بيان مي

مـورد توجـه مـا نيـز قـرار       MRDمولكولي براي تشخيص 
مطالعــات اوليــه متعــددي درخصــوص اســتفاده از . ررفـت 

WT1    آرهـي دهنـدري آن و    به منظـور تعيـيش ارزش پـيش
شـده   انجـام هـا   در لـوكمي  MRDيـابي  ينيش بـراي ارز  هم

ــيش ارزش   (. 2، 4)اســت ــراي تعي ــده ب ــه ش ــات اراي ارلاع
بـا ايـش   (. 7-01)متناقض هسـتند  WT1آرهي دهندري  پيش

بينـي زودهنگـام    در پـيش  WT1اوصاف ارزيابي كمـي ژن  
د و ي ـهـاي حـاد ميلوديـدي مف    وقوع عود به وي ه در لوكمي

بيشـتر   يمطالعـات  ايش نتايج نشان داد كـه (. 00)كارآمد است
هاي آن كمي  تر كه از وي ري حساس يريري از روش با بهره

را بـراي   WT1بودن است بايد انجام شـود تـا ارزش بيـان    
 . نظارت بر مراحل درمان و وقوع عود بررسي نمايد

را   RQ-PCRمـا روش حسـاس، قابـل اعتمـاد و كمـي          
يـيش  بـراي تع . بـه كـار بـرديم    WT1براي تعييش ميزان بيان 

MRD زمان ژن  از بيان هم-actin    به عنوان كنتـرل داخلـي
جا كه هدف ما روتيش كردن ايش روش  از آن. استفاده كرديم

نـه نمونـه مغـز    )هـاي خـون محيطـي    بود لذا فقط از نمونـه 
 . استفاده كرديم( استخوان

 
  هاروش مواد و 

ــه   ــورد مطالع ــاران م ــواع    42بيم ــه ان ــتلا ب ــر مب    AMLنف
 (.1جدول)بودند
 

 اطبعات بيماران لوكميك اين ميالعه: 1جدول 
 

ها و  گروه
هاي  زيرگروه
 ها لوكمي

 فراواني
تعداد)

 (بيماران
 درصد

 جنس
 /زن
 مرد

ميدوده 
 سني

متوسط 
 سني

AML 

M1 2 2/3 

31/22 08-12 8/38 

M2 4 7/2 
M3 20 2/77 
M4 2 2/3 
M6 2 2/3 

unknown 2 2/3 
 
محـدوده  و بودند تازه تشخيص  ،ام بيماران ايش ررحتم    

تشـخيص   .بود( سال 31ميانگيش )سال 41تا  02ها  سني آن
هــاي بــاليني،  هــا بــر اســاس يافتــه اوليــه و قطعــي بيمــاري

ــوژيكيمور ــ  ،فول ــه رن ــزي سيتوشــيميايي و يافت هــاي  آمي
در خـون محيطـي ايـش     WT1ميـزان  . مولكولي انجام شـد 
مـورد آزمـايش قـرار     ريري پييص و بيماران در زمان تشخ

براي كنتـرل منفـي و تعيـيش ميـزان زمينـه بيـان ژن       . ررفت
WT1 ،42  فـرد سـالم بـه روش     42نمونه خون محيطي از
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ينـيش   به عنوان كنترل مثبت و هـم . مشابه تهيه و آزمون شد
 براي تهيه منحنـي اسـتاندارد و بررسـي كيفيـت و كـارآيي     

كه يك رده سـلولي   K562هاي  از سلول RQ-PCRواكنش 
را به مقدار  WT1مثبت است و ژن  لادفياريترولوكميك فيلا

 .كند استفاده شد زياد بيان مي
 

 : cDNAو سنتز   RNAاستخراج 
آوري  جمـش  EDTAهاي حاوي  هاي خون در لوله نمونه    

اي بـا اسـتفاده از فـايكول جـدا      هاي تك هسته شد و سلول
هـا خـارج و    از سلولريزول تتام با استفاده از  RNA. ندشد

با ايزوپروپانل رسوب داده شد و  ،توسط كلروفرم جدا شده
رسوب حاصـل در  . توسط اتانول شستشو و تخليص ررديد

حل  DEPC(Diethyl Procarbonate Treated Water)آب 
بــا اســتفاده از   (RT)بــرداري معكــوس  نســخه. ررديــد

توتــــال انجــــام  RNAم بــــراي وهگزامرهــــاي رانــــد
هـاي   نمونـه  ،RQ-PCRو تا زمـان انجـام   ( L41/g0)شد

cDNA  ندرراد نگهداري شد درجه سانتي -41در . 
 

 : Taq Manهاي  و پروب ررهاآغازرراحي 
ــروب آغازرر     ــا و پ ــاي  ه ــروب) Taq Manه ــا و   پ ه

ــراي روش   ــه ب ــايي ك ــا  Realtimeآغازرره  Lightcyclerي
- و WT1هـاي   بـراي ژن ( شـوند  اده مـي ــرراحي و استف

actin(ژن مرجش )ها آغازرربه منظور رراحي . رراحي شدند
و بـر اسـاس   ( آمريكـا )4/4OLIGOافزار  از نرم ،ها و پروب
منتشــر شــده در  -actinو  mRNA WT1هــاي  ســكان 

NCBI(National Center for Biotechnology 

Information )بعد از كنترل نهـايي در  . استفاده كرديمPub 

Med بلاسـت از نرم افـزار   و با استفاده(Blast) ،  صـحت و
هــا بــه شــركت  دقــت رراحــي بررســي شــد و ســاخت آن

MWG(بيوتك آلمان )هـاي   پروب. سفارش داده شدWT1 
ــاي  -actinو  ــاده   '5در انتهــ ــا مــ ــي  -4بــ كربوكســ

كربوكسـي   -4بـا مـاده    '3و در انتهاي  (FAM)فلودورسئيش
 (.4جدول )نشاندار شدند (TAMRA)تترامتيل رودآميش

 
PCR  كمي به روشReal Time : 
هاي حرارتي بـر اسـاس    و سيكل PCRمخلوط واكنشي     

 و با ينديـش  Lightcyclerدستگاه   پيشنهـادات دستورالعمل

 . بار آزمون و خطا بهينه شدند
 

 Real-Timeهاي طراحي شده براي  ها و پروبآغازگر: 2جدول 
 

Amplicon Primers&Probe Sequences Target 

01 

5'-GAT AAC CAC 

ACA ACG CCC ATC-

3' 

Forward 

P. 

WT1 
Taqman 

Light cycler 

5'-CAC ACG TCG 

CAC ATC CTG AAT-3' 

Reverse 

P. 

5'-ACA CCG TGC 

GTG TGT ATT CTG 

TAT TGC-3' 

5'-FAM & 3'-TAMRA 

Probe 

 
: PCR 

 
Amplicon Primers&Probe Sequences Target 

00 

5'-CCC AGC ACA 

ATG AAG ATC AAG 

ATC AT-3' 

Forward 

P. 

-actin 

Taqman 
Light cycler 

5'-ATC TGC TGG 

AAG GTG GAC AGC 

GA-3' 

Reverse 

P. 

5'-TGA GCG CAA 

GTA CTC CGT GTG 

GAT CGG CG-3' 

5'-FAM&3'-TAMRA 

Probe 

  
  Light Cyclerتوسـط دسـتگاه    Taq Man PCRواكـنش  

هـاي   بـراي رسـم منحنـي   . انجـام شـد  ( ستيكاديارنو) ُوش ر
از ( WT1از نظر بيـان  )استاندارد از يك نمونه كنترلي مثبت

RNA هاي  حاصل از سلولK562 استفاده، cDNA  سـاخته 
. اي تهيه شد لگاريتم رقت پله 2شد و سپ  به رور سريال 

در مقادير زياد تهيـه شـد و    cDNAسريال از  هاي ايش رقت
در آمپلــي . رــراد نگهــداري ررديــد درجــه ســانتي -41در 

هـاي اسـتاندارد از    كه با به كارريري رقـت  WT1فيكاسيون 
cDNA K562     انجام شد، شدت فلودورسـان  بـا افـزايش

بـود   PCRتعداد سـيكل كـه متناسـا بـا تجمـش محصـول       
كه از ايش رريق رسم شد منحني استانداردي . افزايش يافت

همبسـتگي خطـي قــوي را بـيش ســيكل آسـتانه و لگــاريتم     
اي  منحنـي اسـتاندارد مشـابه   . دنشـان دا  WT1غلظت اوليه 
ــراي ژن  ــز رســم شــد -actinب ــان . ني ــزان بي در  WT1مي
نظــر ررفتــه شــد و بــه در  014معــادل  K562هــاي  ســلول

تعريف شـد كـه در ايـش     WT1/-actinصورت بيان نسبي 
 اسـتفاده شـده   WT1اله به اختصار از عبارت ميزان بيـان  مق
 . است
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هـاي   در نمونـه  WT1ريري كمي ميزان بيـان   براي اندازه    
ــت  ــاري يكــي از رق هــاي ســريال  بيمــاران، در هــر ران ك

. استاندارد را به عنوان كاليبراتور مورد آزمايش قـرار داديـم  
از شـده   انجامها براساس مقايسه  در نمونه WT1سطح بيان 

كـاليبراتور  )شد نمونه كاليبراتور با منحني استاندارد تعييش مي
در آن  -actinبه  WT1اي مثبت است كه نسبت بيان  نمونه

در هـر   WT1مقدار نسبي بيـان ژن  (. باشد ميثابت و معيش 
شد كه ابتدا ميزان بيـان ژن   نمونه به ايش صورت محاسبه مي

WT1 شده بود را به ميزان  كه از روي منحني مربوره تعييش
كـه ايـش عمـل را    )همان نمونـه تقسـيم كـرده    -actinبيان 
و سـپ   ( سازي به يك ژن داخلي يـا مرجـش روينـد    نرمال

در  WT1عدد حاصل را به عدد حاصل از تقسيم ميزان بيان 
 .نماييم تقسيم مي -actinكاليبراتور به 

 
ابچه از كت) WT1 تقسيم فرمول محاسبه مقدار نسبي بيان ژن

 :( راهنماي استفاده از دستگاه
 
 
 
Normalized Ratio= 
 

 
 
ـــت      ــراي ژن PCRحساسي در  -actinو  WT1هـــاي  ب

  house keeping)نقـش ژن كنتـرل داخلـي   . بود 012حدود 
gene)   ژني كه در يك فرد و در افراد مختلـف و در تمـام ،
ر ك ديتي ـهـاي هماتوپو  دار به ويـ ه سـلول   هاي هسته سلول
هاي متفاوت بيان ثابت و زيادي دارد، ايـش اسـت كـه     زمان

تمام تغييراتي كه ممكش است از زمان تهيه خون محيطي تـا  
در يـك نمونـه رب بدهـد را اصـلاح      cDNA ساختپايان 
هـاي ديگـر    كند و امكان مقايسه يك نمونه را بـا نمونـه   مي

اي  هـاي تـك هسـته    ماننـد مقـدار سـلول   )نمايـد  مـي فراهم 
، RNAهـاي حاصـل در اسـتخراج     شـده، تفـاوت  برداشت 
ــا  ــتRNAتخريـ ــايRNA، كيفيـ ــ  ، خطاهـ و  پيپتينـ
 ،نقـش كـاليبراتور  (. cDNA سـاخت هاي حاصل در  تفاوت

اصلاح اختلافاتي است كه ممكـش اسـت بـيش نـوع آمپلـي      
وجـود  مانند اتصال پروب فيكاسيون دو ژن هدف و مرجش 

 efficiencyنقـش منحنـي اسـتاندارد تصـحيح     . داشته باشد
 . هاي كاري متفاوت است در ران PCRهاي  واكنش

 .انجـام شـد   SPSS Version 01افـزار  آناليز آماري با نرم    
بـراي بررسـي تفـاوت موجـود در      Mann whitneyآزمون 

در افـراد سـالم و زمـان تشـخيص در      WT1ميزان بيان ژن 
 Roc Curveآزمـون  . استفاده شده اسـت  AMLمبتلايان به 
ي فاصله زماني بيش دو مرحله بهبـودي بـاليني و   براي بررس

 Risk Estimate Detectionآغاز عـود مولكـولي و آزمـون    
 . جهت تعييش خطر نسبي بروز و عود به كار ررفته شدند

 
 يافته ها
. بودنـد  AMLنفر مبتلا به انواع  44بيماران مورد مطالعه     

 هــا آن  و محـدوده سـني   7/42ميـانگيش سـني افـراد ســالم    
را در  WT1ميـزان بيـان   (. 0نمـودار  )سال بود 4/40 -7/34

مقايسه ايش موارد . دهد هاي ميلوديدي نشان مي انواع لوكمي
داري را  در افـراد سـالم اخـتلاف معنـي     WT1با ميزان بيان 
در ايـش   WT1كه ميزان بيـان   در حالي(. >110/1p)نشان داد

 . ها در زمان تشخيص بالا بود دسته از لوكمي
 
 : AMLدر بيماران مبتلا به  WT1 نتيككي
رـي مراحـل    WT1به منظور ارزيابي بررسي ميزان بيان     

را در رول  WT1ها، تغييرات بيان  تشخيص و درمان لوكمي
نتـايج بـه   . دوره درمان و بعد از آن مورد بررسي قرار داديم

بيمار تحت مطالعه نشـان داد كـه ميـزان     23دست آمده در 
 4و در ( 2/4*012)گام تشخيص بـالا بـود  در هن WT1بيان 

ريري كه بيماران در بهبودي كلينيكـي بودنـد، ايـش     مورد پي
. رسـيد  4/7*014لگاريتم كاهش به حدود  3الي  0ميزان با 

 4الي  0در بيماراني كه در نهايت به عود باليني مبتلا شدند، 
 WT1هـاي عـود بـاليني ميـزان بيـان       ماه قبل از بروز نشانه

 WT1در زمان عود باليني ميزان بيان . ه افزايش كردشروع ب
شــديداا افــزايش يافــت و بــه حــدود زمــان تشــخيص بــاز 

 WT1ميزان بيان (. لگاريتم افزايش 3الي  0، 4*012.)رشت
حتي در زمان بهبودي كلينيكي كمـي بـالاتر از سـطح بيـان     

WT1 در افراد سالم است . 
 

 :ني وقوع عودبي تشخيص حداقل بيماري باقيمانده و پيش
اي از بيـان   هدف اصلي اجراي ايش تحقيق يافتش آسـتانه     

WT1  هاي بيماران لوكمي ميلوديـدي بـود كـه     ريري پيدر
 بـه ايــش. خطر تفاوتي قايل شود پرخطر و كم بيماران  بيش

  WT1 Con.(Sample) 

-actin Con.(Sample) 

  WT1 Con.(Calibrator) 

-actin Con.(Calibrator) 
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  Real-Time RT-PCR هاي ميلوئيدي به رو  در زمان تشخيص لوكمي WT1بيان نسيي و كمي ژن  :4نمودار 
ها Xزير رروه ها روي محور . در زمان تشخيص هر يك از بيماران است WT1دهنده مقدار بيان  شود هر يك از نقاط نشان رور كه ملاحظه مي همان

 .دهنده بالاتريش مقدار بيان در افراد سالم است ييش نشان خط نقطه. آمده است
 

ــان منظــور  ــرات بي ــد تغيي ــرا  WT1 رون ــودي در زم ان بهب
. كلينيكـي تــا بــروز عـود بــاليني مــورد توجـه قــرار داديــم   

در  AMLرور كه قبلاا نيز ذكـر شـد، در مبتلايـان بـه      همان
كـاهش   4/7*014زمان بهبودي باليني ميزان بيان بـه حـدود   

تمام ايش بيماران در در بر ايش اساس ملاحظه شد كه . يافت
ت بـه سـطح   نسب WT1ميزان بيان  ،مقطعي از دوران درمان

ــت و در  ــزايش يافـ ــاليني افـ ــودي بـ  متوســـط آن در بهبـ
مـاه   4در نهايت بعد از زمان . بعدي بيشتر شد هاي ريري پي
 . كمتر به عود باليني انجاميد يا
ميـزان  . توان آغاز عود مولكولي دانسـت  ايش مقطش را مي    
نكته قابـل   .تعييش ررديد 0/2*013در ايش مقطش  WT1بيان 

كلينيكـي و آغـاز   ماني بيش دو مرحله بهبودي توجه فاصله ز
بـيش ايـش دو    WT1ينيش مقـدار بيـان    و هم( مولكولي)عود

 تجزيـه به منظور بررسي موضـوع و تاييـد آن   . مرحله است
 .انجام شد Roc Curveآماري 
اي از بيـان    ناحيـه  تحليـل، بر اساس نتايج حاصل از ايش     

WT1 مان بهبودي در ز%( 011)كه داراي حداكثر حساسيت
اي كـه داراي حـداكثر    تـا ناحيـه  ( 0/0*013)كلينيكي باشـد 

( 0/3*013)در زمان قبل از عود باشـد  (Specificity)وي ري
 . دـش شــتعيي( Gray zone)ريـاكستـه خـاحيـوان نـه عنـب

 
خصوصيت ناحيه خاكستري ايش است كه ارـر سـطح بيـان    

WT1  احيه وارد به ايش ن ريري پيدر فرد بيماري در مراحل
بايستي تحت نظارت بيشتري قرار بگيرد و مقدار بيان  ،شود

WT1    ــاه ــاني كوت ــل زم ــه فواص ــاري ب ــيش بيم ــر  در ين ت
توان  ميريري رردد تا در صورت ادامه روند افزايشي  اندازه

ــا  )از خطــر وقــوع عــود ــه بــاليني ي در مرحلــه مولكــولي ن
 . آراه شد( هماتولوژيك

ص شد كه تمـامي بيمـاراني   مشخ تحليلبر مبناي هميش     
 WT1كه در بهبودي كامل كلينيكي باقي ماندند، مقادير بيان 

ميـزان  ها به ايش ناحيه وارد نشد و يا ارر در مـوردي   در آن
ــان  ــرد، در     WT1بي ــدا ك ــزايش پي ــدوده اف ــش مح ــه اي  ب
 . بعدي دوباره كاهش يافت هاي ريري پي
 

 : MRDهاي مولكولي  ساير شاخص و مقايسه بيش بيان
به عنوان يـك   WT1بردن به ارزش بررسي بيان  براي پي    
هـاي ميلوديـدي،    در لـوكمي  MRDبـراي تشـخيص   ماركر 

بيمـار مبـتلا بـه     7 ريـري  پـي  را در دوره WT1ميزان بيـان  
AML-M3 (02؛ 07)كه داراي سيتوژنيكt  وPML-RAR 
هـاي خـون    براي ايش مقصـود نمونـه  . ارزيابي كرديم بودند،

هـاي بعـدي     ريـري  پـي ط به زمان تشخيص و محيطي مربو
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بـه   PML-RAR بررسـي فيـوژن  )مورد استفاده قرار ررفت
 وشُر با كيـت مربورـه كـه از شـركت     Real-Timeروش 

تقريباا در تمام مـوارد الگـوي   (. تهيه شده بود، انجام ررديد
تجزيـه  . تغيير كرد PML-RARبه موازات ژن  WT1بيان 

هـاي   ا بـيش نحـوه بيـان ژن   همبسـتگي مطلـوبي ر  و تحليل، 
WT1  وPML-RAR ان دادشن (110/1=p  472/1و=r.) 

 
 بحث
 كاهش آن ،ر زمان تشخيصد WT1بالا بودن ميزان بيان     
و افـزايش مجـدد آن در هنگـام عـود      در بهبودي كلينيكي 

بــراي  WT1دهنــده مفيــد و كارآمــد بــودن ارزيــابي  نشــان
ان از قابل اعتمـاد  به منظور ارمين. تشخيص اوليه عود است

، ميزان بيان MRDبه عنوان شاخصي براي  WT1بودن بيان 
WT1 هايي كه داراي شـاخص   را به صورت كمي در نمونه

PML-RAR يـك همبسـتگي   . ريـري كـرديم   بودند اندازه
ــوي ــيش ( >110/1p)ق ــان ژن ب ــزان بي  -PMLو  WT1در مي

RAR ارزيـابي   ايش نتيجه نيز نشـان داده كـه  . مشاهده شد
WT1  به روش كمي داراي اعتبار بوده و قابل اعتماد اسـت .

هـاي   در سلول WT1اي بيان  با توجه به ايش كه مقدار زمينه
( 0/4*014)اي خون محيطي افراد سالم بسيار كـم  تك هسته

 . تعييش شد 01-2تا  01-2بود، حساسيت روش بيش 
با استفاده از روش  WT1هاي مداوم سطح  ريري  با اندازه    

Real-time ، ســعي كــرديمMRD  ــه را در بيمــاران مبــتلا ب
و همكارانش با  اينو دكتر. لوكمي حاد ميلوديدي تعييش كنيم

كنترل مداوم بيماران خود ملاحظه كردند كه در تعـدادي از  
بـه   MRDماه قبل از عود بـاليني،   4الي  4 ،بيماران لوكميك
ماران بـا  در بعضي از بي. ريري افزايش يافت حد قابل اندازه

به تدريج يا به سـرعت افـزايش    MRDقطش شيمي درماني، 
كه در بيماراني كه درمان تحكيمـي را تمـام    در حالي. يافت
و همكـارانش نيـز    كروزر دكتر(. 4)منفي شد MRD ،كردند
در مبتلايان به لوكمي حاد پي بردند كه  WT1ريري  با اندازه

WT1 ي باقيمانـده  پارامتر قدرتمندي در تعييش حداقل بيمار
را كانديد مناسبي  WT1و همكارانش  اراوا دكتر(. 04)است

ــيش   ــراي تعي ــك  MRDب ــاران لوكمي ، ALL ،AML)در بيم
CML ) دكتـر . كه پيوند آلوژن دريافت كرده بودند دانسـتند 
عمـومي در   MRDيـك شـاخص    به عنوان  WT1اوراوا از
 و همكارانش نشان دادند رارج دكتر(. 03)ها نام برد لوكمي

فاكتور مولكـولي مفيـدي بـراي بررسـي حـداقل       WT1كه 
بر اسـاس مطالعـه دكتـر    . هاست بيماري باقيمانده در لوكمي

مـاه قبـل از    2الي  WT1 4ميزان بيان  ،در موارد عودرارج 
در اجـراي  (. 02)يابـد  مـي بروز عود هماتولوژيك افـزايش  

بـراي   Real-time PCRبـا روش كمـي    MRDررح حاضر 
محـدوده  . مورد بررسي قرار ررفـت بيمار  21در  WT1ژن 

 4/7*014در دوران بهبـودي در حـدود    WT1تغييرات بيان 
 ،بود، اما در تمام مـوارد منتهـي بـه عـود     AMLدر بيماران 
كه   تا ايش به رور مستمر افزايش نشان داد WT1ميزان بيان 

 درصـد مـوارد    01از در ايش مبتلايان. به عود آشكار انجاميد
ــان ــه حــدود   WT1 ميــزان بي در مقطعــي از دوره درمــان ب

و از آن پ  بـه رـور   ( وقوع عود مولكولي)رسيد 0/2*013
ماه بعـد از ايـش    4تا  0عود باليني بيش . مداوم افزايش يافت

در زمان عود  WT1ميزان بيان ژن . نقطه آغازي تظاهر يافت
كه همه  در حالي. لگاريتم افزايش يافت 0-3باليني به اندازه 

( AML)0/2*013ها بـه   در آن WT1اني كه ميزان بيان بيمار
 .نرسيد، همگي در بهبودي كلينيكي به سر بردند

نشـان داد   Roc Curveآماري بـه روش   تجزيه و تحليل    
حدفاصل بهبودي كلينيكـي  در كه  WT1اي از بيان  كه ناحيه

اي  منطقه( ناحيه خاكستري)و آغاز عود مولكولي قرار دارد، 
تفـاوت ايجـاد    با ريسك بالا و پـاييش  ش بيماراناست كه بي

هـا بـه ايـش     در آن WT1لذا بيماراني كه سطح بيان . كند مي
يابد بايستي تحت مراقبت بيشتري قـرار   محدوده افزايش مي

 . تري بررسي شوند بگيرند و در فواصل زماني كوتاه
 ش خطر نشان داد كه احتمال بروز عود در ـون تخميـآزم    

ــر بيشــتر از  30و حــداكثر  47حــداقل  AML بيمــاران براب
ها بـه محـدوده خاكسـتري     مواردي بود كه ميزان بيان در آن

بر ايـش مبنـا افـزايش بـه حـد       .(>1110/1p)افزايش نيافت
كننده عـود مولكـولي    ، بيانقبل از عود تعييش شده در مرحله

اي نـه   و به احتمال قريا به يقيش وقوع عود باليني در آينده
بر اساس ارلاعات به دسـت آمـده از ايـش    . ن دور بوديندا
 4تـا   0فاصله زماني بيش عود مولكولي تا عود باليني  ،ررح

شود افزايش مداوم و پيشرونده  لذا توصيه مي. ماه تعييش شد
 ه منزله ــري بـبه بيش از منطقه خاكست WT1در ميزان بيان 
 .ودو آغاز عود مولكولي در نظر ررفته ش MRDمثبت شدن 

 اي مغز ـه جـي بـون محيطـاده از خـوص استفـدر خص    
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هـاي خـون محيطـي     جا كه سلول استخوان بايد رفت از آن
سـازي مغـز اسـتخوان هسـتند، لـذا       محصول فعاليت خـون 

. باشـند  منعك  كننده وقايش رب داده در مغز اسـتخوان مـي  
دسترسي آسان به خون محيطي مزيتي انكارناپذير است كـه  

(. 02)كنـد  زمايش را در هر آزمايشگاهي ممكـش مـي  انجام آ
نكته ديگر ايش كه توقف در رونـد تمـايز يـك رده سـلولي     

هـا در خـون محيطــي    باعـ  تكثيـر و حضـور ايـش سـلول     
هـاي   توفيق در درمان باع  كـاهش تعـداد سـلول   . شود مي

لوكميك به رور متناسا و همگام در خون محيطي و مغـز  
و همكارانش نيز با بررسـي   نيسيلو دكتر. شود استخوان مي

در نمونــه خــون محيطــي و مغــز اســتخوان در  WT1بيــان 
هاي حاد اظهار داشتند يون مقـدار بيـان    مبتلايان به لوكمي

WT1      در خون محيطي افـراد سـالم و در بيمـاراني كـه در
ريـري   بهبودي كلينيكي بودند بسيار كـم اسـت، لـذا انـدازه    

 تر  تواند حتي حساس در خون محيطي مي WT1ميزان بيان 

 (.00)از مغز استخوان در آشكار سازي عود باشد
 

 گيري نتيجه
 WT1نتيجه نهايي ايش كه ارزيابي مولكولي ميـزان بيـان       

قادر است به درستي و بـا قابليـت    RQ-PCRبه روش كمي 
تكرار بالا، حداقل بيمـاري باقيمانـده در بيمـاران مبـتلا بـه      

ا بدون در نظر ررفتش وجود يـا  هاي حاد ميلوديدي ر لوكمي
ارر يـه ايـش   . هاي استاندارد به ما نشان بدهد عدم شاخص

تـر   نياز وجود دارد كه نتايج تحقيق حاضـر در ابعـاد وسـيش   
مورد تاييد واقش رردد، با ايش حال ما معتقـديم كـه ارزيـابي    

يك آزمون ضروري براي پيشگيري و مـديريت   WT1بيان 
در صورت بيشـتر بـودن   . است بر عود در بيماران لوكميك

، FAB(Britishهـاي   حضور تمـام زيـر رـروه    ،تعداد نمونه
American ،France)  ــام ــيو انج ــري پ ــولاني  ري ــر و  ر ت

ــاليني،   ــا بخــش ب ــاط بيشــتر ب ــراري ارتب ــايج   برق ــاا نت يقين
 . تري حاصل خواهد آمد ارزشمند
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Abstract 
Background and Objectives 

WT1 gene encodes a transcription factor that is  involved in differentiation and proliferation of 

hematopoietic precursor cells as well as some other tissues like kidney, ovary, heart, etc. 

Quantitative assessment of WT1 gene expression is proposed as a useful marker in MRD 

detection and leukemia management.  

 

Materials and Methods 

To assess the relevance of this gene, we analysed peripheral blood mononuclear cells of 62 

AML patients (new cases)  for the expression level of WT1 mRNA using Real-time 

quantitative RT-PCR. We followed the analysis up to 3 years, depending on patient  

availability. This study as a fundamental and applicable one was done cross-sectionnaly. 

Samples were obtained randomly from the AML patients referred to the BMT center, and 

selection was based on the diagnostic criteria defined by clinical wards. WT1 expression in 

MNCs of patients was compared with 24 healthy individuals (K562 cells considered to express 

WT1 gene equivalent to 10
6
). 

 

Results 

Samples for diagnosis showed significantly high levels of WT1 expression (>80%). After 

chemotherapy, its expression decreased (diminished about 1-2 log within induction therapy 

and around 3-4 log after consolidation therapy). There was a noticable correlation between the 

relative expression levels of WT1 and predicition of relapse (lower than gray zone versus 

higher than). Patients whose WT1 expression levels remained lower than the gray zone benefit 

from a better compete remission. On the contrary, 1-6 months prior to overt clinical relapse in 

6 patients, their WT1 expression raised to levels upper than gray zone.  

 

Conclusions 

This study revealed that WT1 is a useful marker for detecting minimal residual disease, 

assessing  chemotherapy effects, and prediciting relapse in AML patients.  

 

Key words:  WT1 gene, Minimal Residual Disease (MRD), PCR 
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