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 چکیده

 تغییر در اثر که می باشد ژنتیکی یک بیماری،حاد میلوئیدی  لوسمی ف:زمینه و هد

. ایجاد می شود، تمایز تکثیر و مثل سلول های پیش ساز خونی، طبیعی های درمکانیسم
Mouse Double Minute 2 (MDM2) عملکرد با ، آنکوپروتئینیE3  یوبی

در مورفیسم پلی .می باشد P53پروتئین تنظیم کننده منفی  کوئیتین لیگازی است که
جایگزینی می باشد که  MDM2مورفیسم ژن ترین پلیشناخته شده 903جایگاه 

 MDM2ژن باعث افزایش بیان جایگاه این در  Tبه جای نوکلئوتید  Gنوکلئوتید 
شود می P53باعث کاهش فعالیت پروتیئن  MDM2افزایش سطح پروتئین  .شودمی
 نتیجه آن می تواند تشکیل تومور باشد.که 

با استفاده  MDM2ژن  903در این مطالعه ژنوتیپ های مختلف جایگاه  روش بررسی:
نمونه خون از بیماران مبتلا به  39تعیین توالی در  و PCR-RFLPاز روش های 

نمونه خون افراد غیر بیمار در استان خوزستان مورد ارزیابی  991لوسمی حاد میلوئیدی و
 .قرار گرفت

دهد که از نظر آماری همراهی معنا داری  میان نتایج به دست آمده نشان می یافته ها:
وجود دارد. فراوانی ژنوتیپ   AMLو گروه بیماران  MDM2 ژن 903پلی مورفیسم 

و در %19و %19، %91در این مطالعه در گروه بیمار به ترتیب GG و TT ،TGهای 
ارائه شده برای هر سه  P-valueبا توجه به به دست آمد  %91و66،%26گروه کنترل 

همراهی معنی AMLرفیسم با بیماری (، توزیع ژنوتیپی این پلی مو :009/0Pژنوتیپ )
 دار نشان می دهد.

 MDM2پژوهش حاضر نشان می دهد که پلی مورفیسم پروموتور ژن  نتیجه گیری:
به تنهایی همراهی قابل استنادی با ایتلا به لوسمی حاد میلوئیدی در  903در جایگاه 

 جمعیت استان خوزستان دارد.
 

 .MDM2، پلی مورفیسم، ژن لوسمی واژه های کلیدی:
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 مقدمه
 مروزه دومین عامل مرگ و میر در سراسر جهانا

 ه عنوان سومین علتبدر ایران سرطان . سرطان می باشد

عروقی و سوانح و  –قلبی  های بعد از بیماریمیر و  مرگ

بیش علت در حال حاضر  .(9،6)به شمار می آیدحوادث،

است.  سرطان جهان کلها در درصد از مرگ و میر 96از 

در  سرطان در ایران به عنوان یک کشور در حال توسعه

 %8حال افزایش است. سرطان خون از نوع لوسمی حدود 

عی لوسمی نو .(9)می شودهای انسانی را شامل کل سرطان

 اشدمی بساز بدن بیماری پیشرونده و بدخیم اعضای خون

-یشسفید خون و پ گلبول هایکه با تکثیر و تکامل ناقص 

شود. این سازهای آن در خون و مغز استخوان ایجاد می

-سفید خون آغاز می گلبول هایبیماری به طور معمول در

شود و فرایند تکثیر، خونسازی و ایمنی طبیعی بدن را مختل 

اساس ویژگی سرعت توان بر(. لوسمی را می1کند)یم

و ( Acute Leukemia)پیشرفته بیماری به لوسمی حاد

بندی کرد و تقسیم (Chronic leukemia)لوسمی مزمن

های درگیر به دو گروه لنفوئیدی همچنین بر اساس سلول

 شامل لوسمی کلی نوع چهار  .(1و میلوئیدی تقسیم کرد)

لوسمی حاد میلوئیدی  ،(AMLحاد لنفوئیدی) لوسمی

(ALL(لوسمی مزمن لنفوئیدی ،)CLLو )  لوسمی مزمن

حاد میلوئیدی  . لوسمی(2)دارد ( وجودCMLمیلوئیدی )

 یککه  است بزرگسالان بین حاد لوسمی ترین شایع

 تغییر از ناشی که است ژنتیکی ناهمگن بسیار اختلال

 پیشتکثیر وتمایز سلول های  مثل طبیعی های درمکانیسم

 .(7)ساز خونی است

 که است ناهمگن یک سرطان میلوئیدی حاد لوسمی

 بر .شود می ایجاد مختلف پاتوژنی های مکانیسم طریق از

 در که شد انجا  FAB به نا  بندی طبقه یک اساس همین

 که کردند تقسیم M0-M7 گروه زیر 8 به را AML آن

 و معیارهای ها سل بلاست ظاهری شکل پایه بر

 امیزی طریق رنگ از ها تفاوت این و است مورفولوژی

 مثل میلوپراکسیداز، هیستوشیمی های رنگ با ها سلول

 .(8)شود می تایید ... و سیاه سودان

 کننده، الکیله داروهای مانند داروها برخی با تماس

 دمیتوان سیتوتوکسیک درمانی شیمی و بنزن اشعه یونیزان،

 بنزن منبع رایجترین سیگار دود. دشو AML باعث بروز

 برابر 3 میزان به را AML به ابتلا آن و استعمال است

 .(3) دهد می افزایش

های زیادی برای معرفی های اخیر تلاشدر سال

ینی ها را پیش بهای مولکولی که بتوانند ماهیت تومورمارکر

گهی در آو به عنوان فاکتور کمکی تشخیصی و پیشکنند 

دقیق پاتولوژیکی به کار برده شوند در حال های کنار روش

اند اما هایی مطالعه و معرفی شدهانجا  است، و مارکر

مارکری که دارای حساسیت بالا بوده و بتواند اکثر انواع 

های باشد. مارکربیماری را پوشش دهد در دسترس نمی

ها از لحاظ مولکولی به دلیل تعیین خصوصیات سلول

اطلاعات با ارزشی را حتی قبل از ایجاد توانند مولکولی می

کان ها در اختیار پزشتغییرات وسیع مورفولوژیکی در سلول

قرار داده و در پیش بینی رفتار آینده ی یک تومور موثر 

ده ها باید از نظر تکنیکی و تفسیر نتایج، ساباشند. این مارکر

-رداشته باشند. تومور مارک و حساسیت بالاییو سریع بوده 

هایی هستند که به نوعی در بروز و ها یا پروتئین، ژنها

 .(90پیشروی سرطان دخیل هستند)

P53  که  سرکوب کننده توموری می باشدیک ژن

 اختلال ایجاد و رونویسی در نظمی بی باعثآن  در جهش

  PTENو  MDM2نپروتئی طریق از فرایند تخریب در

در  جهش در این ژن عملکردی به طور معمول شود. می

. براساس (99)ایجاد لوسمی حاد میلوئیدی تاثیر می گذارد

نقش مهمی در تنظیم سطح  MDM2 مطالعات انجا  شده،

با  P53دارد وارتباط مستقیم  P53فعالیت های  سلولی و

MDM2  باعث یوبی کوئیتیناسیون و تجزیهP53  می

، آنکوپروتئینی از جنس فسفو پروتئین با MDM2شود. 

کوئیتین لیگازی است که تنظیم کننده  یوبی E3عملکرد 

ترین شناخته شدهمحسوب می شود.  P53برای قوی منفی 

 این ژن است 903مورفیسم پلی mdm2مورفیسم ژن پلی

درون پروموتور  903مورفیسم در جایگاه .این پلی (96)
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قرار دارد. این ناحیه معمولا  mdm2ژن  P2اینترونیک 

مورد   mdm2 ژن رونویسیسازی برای فعال P53 توسط

به جای  Gجایگزینی نوکلئوتید  .(99)دیرگمیقرار استفاده 

 باعث افزایش تمایل اتصال 903در جایگاه  Tنوکلئوتید 

 (Stimulatory protein 1)( SP1) 9پروتئین تحریکی

 بیان پروتئینسطح افزایش  به منطقه پروموتور دو  و

MDM2 پروتیئن  تجزیهش افزای باعثکه  گردد میP53 ،

گیری تومور و پایین موجب تسریع در شکلودر نتیجه 

 (.91و91د )شوآمدن سن ابتلا به سرطان می

 در باشد، TT 903 جایگاه در فرد ژنوتیپ هرگاه

در افراد  ولی دارد وجود mdm2 ژن از ای پایه بیان سلول

می mdm2 ژن بیان افزایشباعث  G آلل ،TG ژنوتیپ با

 .باشدمی شدیدتر GG حالت در بیان افزایش این و گردد

 P53 روی بر MDM2کننده  ممانعت اثر به توجه با

 پروتئین در مقدار کاهش باعثMDM2  بیان افزایش

P53 مقدار معمول در حالت. گرددمی سلولی صدمات در 

 افزایش سلولی صدمات بروز صورت در P53 پروتئین

ژن  903 جایگاه در G آلل وجود صورتدر که یابدمی

MDM2 مقدار پروتئین افزایش و MDM2  مقدار

 ما در مطالعه حاضر .(92) یابدکاهش میP53 پروتئین 

 پلی جایگاه این مختلف های حالت نقش ایم نموده سعی

لوسمی حاد میلوئیدی در  به مبتلا بیماران در را مورفیسم

 استان خوزستان بررسی نماییم.

 

 بررسی روش

 بیماران از نفر 39 خوناز نمونه  DNA استخراج

سابقه  بدون سالم افراد از نفر 991 و  AMLمبتلا به 

AML  سال 70تا  90در استان خوزستان با محدوده سنی 

میکرولیتر از 100از   DNAبه منظور استخراج  .انجا  شد

 استخراج و  Salting out  ،DNAنمونه خون با روش 

 با استفاده از نانودراپ با کمک ژل الکتروفروز کیفیت و

قطعه  ، DNAاستخراج  از . پسغلظت آن اندازه گیری شد

با   MDM2ژن  903جفت بازی حاوی جایگاه  699

 1/9 حاصل با ژل آگارز تکثیر واندازه قطعه  PCRروش 

 میکرولیتر 61در حجم   PCRواکنش  تایید گردید. درصد

 و PCR 2X Master Mix میکرولیتر 96ترکیب با

  DNAیک میکرولیتر  آب مقطر دوبار تقطیر، کرولیترمی90

ت برگش یک میکرولیتر از هرکدا  از پرایمر های رفت و و

 .با توالی زیر انجا  شد

 از: برگشت عبارتند توالی پرایمرهای رفت و 
F: 

GCGGGAGTTCAGGGTAAAGGTCAC

GG 

R: 

ACTCCTTTTACTGCAGTTTCGGAAC

G 
PCR  سیکل با شرایط بهینه زیر انجا   91تعداد  به

 گردید:

درجه به مدت  31با دمای  :واسرشت اولیهمرحله اول 

 دقیقه 90

 a،b هر سیکل شامل مراحل سیکل 91مرحله دو : 

 به ترتیب: cو

Denaturation –a  9درجه به مدت  31: با دمای 

 دقیقه

Annealing-b  دقیقه 9درجه به مدت  28: با دمای 

Extension-c دقیقه 9درجه به مدت  76 : با دمای 

درجه  76نهایی با دمای  Extension :مرحله سو 

 دقیقه 90به مدت 

توسط آنزیم محدودالااثر   PCRل حاصل از محصو

MSPA1І   جهت تعیین پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی

 2مورد هضم آنزیمی قرار گرفت بدین منظور 903جایگاه 

میکرولیترآنزیم  PCR ،9/0 میکرولیتر ازمحصول

MSPA1І ،لیتربافریک میکرو NEBuffer 4 (1X)، 9  

به حجم نهایی  دوبار تقطیر آب مقطر  ddH2Oلیترمیکرو

 97ساعت در دمای 6به مدت  میکرولیتر مخلوط و 90

حاصل از هضم آنزیمی پس محصول  آنکوبه گردید.درجه 

قرار مورد ارزیابی  %9روی ژل آگارز  از توقف هضم بر

گرفت.برای تایید ژنوتیپ های به دست آمده نمونه های 

به  عات. اطلادارای الگوبندی مختلف تعیین توالی شدند

مورد  SPSS(Ver21)دست آمده با استفاده از نر  افزار 
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تجزیه وتحلیل آماری قرار گرفت. برای مقایسه سه ژنوتیپ 

 MDM2منطقه پروموتوری ژن  903مختلف در جایگاه 

نه های سرطانی با توزیع فراوانی این سه ژنوتیپ در در نمو

ت بنس .نمونه های کنترل از آزمون مجذور کای استفاده شد

برای تعیین رابطه بین متغیر  %31سطح اطمینان  شانس و

 مستقل محاسبه شد. وابسته و

 

 هایافته
 39روی خون  DNAتخراج استتت در این پژوهش

فرد ستتالم صتتورت  991و AMLمبتلا به ستترطان بیمار 

ستفاده از آنزیم   PCRمحصول   .گرفت در  MspA1Iبا ا

قرار گرفت. مدت تاثیر  هضتتم آنزیمی مورد C  97دمای

ساعت در نظر گرفته شد تا هضم     6ها آنزیم برروی نمونه

کامل آنزیمی صورت گیرد. بعد از گذشت این مدت زمان   

بتتار  %9آگتتارز  مخلوط واکنش مورد نظر در روی ژل        

صول    شد و مح شاهده گردید. در     گذاری  ضم آنزیمی م ه

سی در موقعیت باز       903صورتی که برای نمونه مورد برر

از هر دو کروموزو      MDM2منطقتته پروموتوری ژن       

وجود نداشتتتته باشتتتد )  MspA1Iجایگاه برش آنزیمی 

 PCRباشتتد(، محصتتول  Gجایگاه مورد مطالعه فاقد آلل 

قد برش بوده     عه  فا بازی بر روی     699و فقط قط فت  ج

 TTشتتود پس ژنوتیپ نمونه مورد نظر ها مشتتاهده میژل

می باشد. اما اگر فقط یکی از دو کروموزو  حاوی جایگاه  

شد، پس  صول  برش با صل از برش  از الکتروفورز مح   ،حا

بازی را روی ژل نشتتتان     10و 929، 699قطعات   جفت 

یپ    ند داد )ژنوت چه  (.TGخواه ردو کروموزو   اگر ه چنان

 929باشد، قطعات    MspA1Iحاوی جایگاه برش آنزیم 

جفت بازی روی ژل مشتاهده خواهد شتد )ژنوتیپ    10و 

GG.) 

 390آلل ها و ژنوتیپ های مختلف جایگاه         توزیع

نشان  2و1در گروه کنترل وبیمار در جداول  MDM2ژن 

داده شده است.تفاوت معنی داری در توزیع ژنوتیپی وآللی 

در دوگروه مورد بررسییی دیده می شییود.ز  از بررسییی   

داری بین فراوانی آماری مشییخش شیید کت ا تعن معنی 

جود دارد.                یمییار و ب ترل و  ن ک گروه  لی  ل   P-valueآ

ک  بود و نشیییان می 991/9برابر مورفیسییی   ت بین زلیدهد 

گاه    ماری    MDM2ژن 390جای ه  از نظر  AMLو بی

 .1جدول  آللی همراهی وجود دارد

فراوانی ژنوتیپی TTبا سطح مرجع قرار دادن ژنوتیپ 

های کنترل و بیمار مقایست شد و اطععات آن در بین گروه

 و TT ،TGهای -فراوانی ژنوتیپ آمده است. 2جدول

GGو %09، %13ه بیمار بت ترتیب در این مطالعت در گرو

جدول  بت دست آمد %10و%22،%33و در گروه کنترل 00%

-داری بین فراوانیدهد کت ا تعن معنینتایج نشان می .2

 P-valueهای ژنوتیپی گروه کنترل و بیمار وجود دارد. 

مورفیس  دهد کت بین زلیبود و نشان می 991/9برابر 

از نظر  AMLو بیماری   MDM2ژن 390جایگاه 

 ژنوتیپی همراهی وجود دارد.
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 GGژنوتیپ  1چاهک ، از چپ به راست: %3روی ژل آگارز  MspA1Iحاصل از برش آنزیم محصول الکتروفورز  :1شکل 

   6و 0 چاهک، جفت بازی 05و   163، 213حاوی قطعات  TGژنوتیپ 7و  4، 3، 2جفت بازی، چاهک  05و  163حاوی قطعات 

 .می باشد وزن مولکولیمارکر  8چاهک . دهدجفت بازی را نشان می 213قطعه ، TTژنوتیپ 

 

 AMLبیماران توزيع فراواني آللي در گروه کنترل و :1جدول 

 

 

 

 

 
 

 AMLبیماران توزيع فراواني ژنوتیپي در گروه کنترل و :2جدول

 

 نتیجه گیری و بحث
 مختلف هایت حال روی بر گرفته انجا  مطالعات

 پلی مانند عواملی که کنند می پیشنهاد ژنی جایگاه یک

 های تفاوت کننده بیان است ممکن ژنتیکی های مورفیسم

 و زودرس بروز سرطان، به افراد حساسیت در فردی

 .باشند دارویی هایمقاومت حتی و سرطان پیشرفت

دیده  سالانگبزر در عموماً (AML)لوسمی حاد میلوئیدی 

 میزان .گرددمی بیشتر سن افزایش با آن بروز و شودمی

 هزار صد هر در 8/9سال  21زیر  در بزرگسالان آن بروز

سال به  21بالای  افراد برای این رقم که حالی در است

 که افرادی از %90حدود . رسدمی هزار صد هر در 3/97

 OR CI 95% P-value کنترل بیمار فراوانی آللی

T (31%)  03 (33% )139 - -  
G (32% )113 (23% )39 90/2 30/2-33/1 991/9 

  239 222 کل

 N OR(CI 95%) P-valueکل  N کنترل N بیمار %Nفراوانی ژنوتیپی 

TT (13% )10 (33% )32 (0/30% )10 -  

TG (09% )33 (22% )23 (31% )30 (91/10-133/3 )30/3 331/3 

GG (00% )09 (10% )13 (0/20% )32 (91/20-191/0 )20/11 331/3 

N 110( %199) 01( %199) کل   
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سال  20تا  98شوند در محدوده سنی مبتلا می  AMLبه

 .(97،98قرار دارند)

 به سلول در MDM2افزایش سطوح پروتئین 

 تومور تشکیل پیشبرد ثباع مختلفی های مکانیسم وسیله

 از اعم تغییری هر گونه بنابراین .شود می ها سلول در

 و دهد روی ژن ساختار در که مورفیسم پلی یا جهش

 عنوان به تواند می گردد، آن پروتئین بیان افزایش باعث

 که اکثرا آنجایی از .باشد مطرح زایی سرطان در مهم عاملی

 ترجمه دلیل به ها سلول در  MDM2 پروتئین بالای بیان

 P2ر پروموتتحت کنترل  منطقه به مربوط های رونوشت

 بیشترین P2 منطقه در موجود های مورفیسم پلیمی باشد، 

 به ابتلا خطر افزایش و پروتئین بالای در بیان را تاثیر

 منطقه در مورفیسمیپلی جایگاه چندین.دارند سرطان

می توان به جایگاه ازجمله  اندشده شناسایی P2 پروموتری

 G/C 285و و T/G 309و  T/A 344مورفیسمی پلی

به  Gجایگزینی نوکلئوتید  903در جایگاه  .اشاره نمود

شود که این جایگزینی باعث دیده می Tجای نوکلئوتید 

( به منطقه SP1) 9افزایش تمایل اتصالی پروتئین تحریکی 

ن بیان پروتئی سطح پروموتور دو  شده و باعث افزایش

MDM2 کی یبا توجه به متفاوت بودن سابقه ژنت .شودمی

جمعیت ها، مطالعه روی جایگاه های پلی  )اثر بنیادی(

مورفیسمی مختلف، نتایج متفاوتی را می تواند به دنبال 

 .(60و  93)داشته باشد

که توستتتط       عاتی  طال و همکاران در    Phillipsم

به  MDM2با عنوان بررستتی پلی مورفیستتم  6090ستتال

شتتتد، انجا    AMLعنوان یک فاکتور خطر برای بیماری    

که ا   یپ هموزیگوت  نشتتتتان داد   GGفراد دارای ژنوت

 (.69)همراه هستند AMLباافزایش خطر ابتلا به 

Yan (یک مطالعه متا آنالیز برای  6091 و همکاران )

 MDM2ژن  SNP 309لی مورفیسم ن پبررسی رابطه بی

و ابتلا به لوستتتمی انجا  دادند. نتایج کلی نشتتتان داد که       

طه معنی داری بین پلی مورفیستتتم   ژن و  SNP 309راب

 .(66) وجود دارد AMLابتلا به لوسمی از نوع 

 Anuradhaمطالعه ای که نتایج حاصل از همچنین 

در مورد نقش پلی مورفیسم  6091و همکاران در سال 

 AMLدر پیشرفت بیماری  MDM2ژن  903جایگاه 

با افزایش  GGنشان دهنده همراهی ژنوتیپ ،انجا  دادند 

 (.69بود) AMLخطر ابتلا به 

 (،6008و همکاران ) Elis  نتایج حاصل از مطالعه 

جمعیت انگلستان نشان داد ارتباط معنا داری بین پلی  در

 AMLو بروز  MDM2در ژن  SNP 309مورفیسم 

 .(61وجود ندارد)

در حالی که بسیاری از نتایج بیانگر همراهی معنی دار 

در جوامع  AML با بیماری  SNP 309پلی مورفیسم 

مختلف بوده، اما عکس مسئله نیز در برخی از مطالعات به 

چشم می خورد که این ناهمخوانی های مشاهده شده، 

ناشی از تفاوت در فراوانی آللی مربوط به پس زمینه ژنتیکی 

 در MDM2جمعیت های مختلف می باشد.در نتیجه ژن 

جات خطر ژنتیکی میان گر وه های نژادی مختلف، در

هد. همچنین با توجه به این که ریسک دتی را نشان میومتفا

تحت تاثیر آمیزه ای از عوامل  AMLابتلا به بیماری 

ژنتیکی ومحیطی می باشد، عوامل مرتبط با میزبان)سن، 

عوامل محیطی) مواد شیمیایی وداروها، داروهای  جنس..( و

هستند که در میان  یضد نئوپلاسم ..( از جمله عوامل

در ایجاد نتایج متفاوت در برخی از مطالعات جمعیت ها، 

طبق نتایج ارائه شده در مطالعه حاضر،  د.نهمراهی نقش دار

اختلاف معنا داری میان توزیع ژنوتیپ های پلی مورفیسم 

SNP 309   با جمعیت بیمارAML استان  در و کنترل

با بررسی دقیق تر و مقایسه  خوزستان مشاهده می شود،

اختلاف معنا داری بین این دو  GGپ ژنوتیپ ها، ژنوتی

فاصله اطمینان نشان  نسبت بخت و و گروه نشان می دهد

 AMLی این ژنوتیپ برای بیماری  دهنده ریسک خطر بالا

در افراد بیمار  GGمی باشد باتوجه به افزایش فراوانی آلل 

نسبت به افراد کنترل در این مطالعه، می توان بیان کرد که 

در شکل گیری بیماری در این جمعیت  این پلی مورفیسم

می توان از آن به عنوان یک مارکر پیش آگهی  نقش دارد و

  بالقوه استفاده کرد.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phillips%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20582981
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Investigation of MDM2 Gene Promoter Polymorphism (SNP309) in 

Patients with Acute Myeloid Leukemia in Khuzestan Province 
 

Elham Rostami1, Mohamad Mohamadi1*, Shahram Bagheri2 

 

Abstract 
Background and Objective: Acute myeloid disease is a genetic 

disorder resulting from a change in the natural mechanisms of the 

blood precursor cells such as proliferation and differentiation. 

Mouse Double Minute 2 (MDM2) is an oncoprotein with E3 

ubiquitin ligase activity that acts as a potent negative regulator 

for P53. The most well-known MDM2 gene polymorphism is 

SNP309 polymorphism. Substitution of G nucleotide instead of 

the T at 309 position increases the expression level of the MDM2 

gene. Increasing the MDM2 level decrease the activity of p53 

which can lead to cancer.  

Subjects and Methods: This study was performed on 91 AML 

blood samples and 115 control blood samples in Khuzestan 

province. Different genotypes of 309 position of MDM2 genes 

were determined using PCR-RFLP and Sequeing method. 

Results: The results show that there is statistically significant 

association between MDM2 SNP309 polymorphism and AML.  

Conclusion: In this study the frequency of TT, TG, and GG 

genotypes was 15%, 41% and 43% in AML group and 62%, 22% 

and 14% in control group respectively. The genotypic 

distribution of this polymorphism may be strongly associated 

with AML. 
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