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Abstract 
 

Background: The evolution of resistance to imatinib and disease progression are multifactorial events in 

CML patients. These events are not only determined by BCR-ABL1 dependent pathway but also are involved 

a number of other genetic and epigenetic aberrations including DNA methylation. We aimed to investigate 

the role of DDIT3 (DNA-damage-inducible transcript 3) gene methylation in relation to respose to imatinib, 

CML progression, and also investigate the impact of the smoking on methylation level.  

Materials and methods: 50 CML patients at different clinical stages of the disease (including 20 good 

response and 30 non-mutated imatinib resistant patients) and 15 health control were recruited for methylation 

levels evaluation of promoter DDIT3 gene by MS-HRM (Methylation Sensitive High Resolution Melt) 

analysis.  

Results: There was significant difference in the mean (±standard deviation) of DDIT3 methylation 

percentage between two response groups (63.8±17.79 vs 47.75±14.18, P=0.002). DDIT3 promoter 

hypermethylation in 51-100% level indicated a higher risk for progression to advance phase (OR= 5.75; 95% 

CI: 1.40-23.49; P= 0.01) and imatinib resistance (OR= 8.5; 95% CI: 1.96-36.79; P= 0.004). Importantly, 

smokers were associated with a higher percentage of DDIT3 methylation (OR= 11.8; 95% CI, 2.67-52.67; 

P=0.001). 

Conclusion: Our findings indicated that hypermethylation of DDIT3 gene is associated with imatinib 

resistance, CML progression and smoking. Further investigations on a more number is needed to confirm of 

these results that could be suggest as potential biomarker of disease progression and resistance to imatinib. 
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 دانشگاه آزاد اسلامي پزشکيعلوم جله م

 23تا  14صفحات ، 1404بهار ، 1، شماره 35 ورهد

 

و ارتباط آن با مقاومت به ایماتینیب، پیشرفت   DDIT3خاموشي اپي ژنتیکي ژن 

 ران مبتلا به لوسمي میلوئیدی مزمنبیماری و وضعیت سیگار در بین بیما

 5،4مهرداد هاشمي ،3میترا صالحي ،2محمد حمید ،مریم فروتن جزی

   
 ایران ،تهران ،دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال ،گروه بیولوژی ،دانشجوی دکتری 1
 ایران ،رانته ،انستیتو پاستور ایران ،مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی ،گروه پزشکی مولکولی ،دانشیار 2
 ایران ،تهران ،دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران شمال ،دانشکده علوم بیولوژی، گروه بیولوژی ،استادیار 3
 علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاداسلامی، تهران، ایران ، دانشکده علوم و فناوری پیشرفته ،گروه ژنتیک ،استاد 4
 هران، ایرانعلوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاداسلامی، ت ،بیمارستان فرهیختگان تهران ،مرکز تحقیقات علوم همگرای پزشکی فرهیختگان 5

  کیدهچ

نه تنها  هستند که CMLمقاومت به  داروی ایماتینیب و پیشرفت بیماری حوادث چند عاملی در بیماران مبتلا به  :سابقه و هدف
ه متیلاسیون عدادی از تغییرات ژنتیکی و اپی ژنتیکی دیگر از جملبلکه شامل ت ،شوندتعیین می  BCR-ABL1 توسط مسیر وابسته به

DNA  شوند. هدف ما بررسی نقش متیلاسیون ژننیز می (DNA-Damage-Inducible Transcript 3) DDIT3   در رابطه با پاسخ به
 . و همچنین بررسی تأثیر سیگار بر سطح متیلاسیون بود CML ایماتینیب، پیشرفت

 15هش یافته( و بیمار مقاوم به ایماتینیب غیر ج 30بیمار پاسخ خوب و  20در مراحل بالینی مختلف بیماری ) CML بیمار 50 :روش بررسي
مورد  MS-HRM  (Methylation Sensitive High Resolution Melt )بوسیله آنالیز  DDIT3کنترل سالم برای بررسی سطح متیلاسیون ژن 

 .  مطالعه قرار گرفتند

درصد در   8/63) شتبین دو گروه پاسخ دهنده و مقاوم به دارو وجود دا  DDIT3تفاوت قابل توجهی در میانگین درصد متیلاسیون  ا:هیافته
ه فاز درصد خطر بیشتری برای پیشرفت ب 51-100در سطح   DDIT3پروموترِ ژن  هایپر متیلاسیون (. =002/0P؛ درصد 75/47مقابل 

 .دهمراه بودن  DDIT3ایماتینیب نشان داد. افراد سیگاری بادرصد بالاتری از متیلاسیون ژن  پیشرفته بیماری و مقاومت به

مراه است. هو سیگار کشیدن   CML با مقاومت ایماتینیب، پیشرفت DDIT3 یافته های ما نشان داد که هیپرمتیلاسیون ژن :گیرینتیجه
رفت بیماری و بالقوه پیش تایج مورد نیاز است که می تواند به عنوان نشانگر زیستیتحقیقات بیشتر روی تعداد بیشتری بیمار برای تأیید این ن

 .مقاومت به ایماتینیب پیشنهاد شود
 .دود سیگار ،،  هایپرمتیلاسیون ، مقاومت به ایماتینیب DDIT3لوسمی میلوئید مزمن ، واژگان كلیدی:

  

 1مقدمه
یفراتیرو سرراان میلوپرول نوعی( CMLلوسمی میلوئید مزمن )

  22و  9هررای اسررت و در نتیجرره جابجررایی متقابررل کرومرروزوم

                                                 
 : تهران، خیابان پاستور، مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، دکتر محمد حمید آدرس نویسنده مسئول

(email: hamid143@yahoo.com  ) 

ORCID ID: 0000-0002-4625-0713 
   16/10/1402: تاریخ دریافت مقاله

 3/2/1403: تاریخ پذیرش مقاله

کره  است bcr-abl1شود. حاصل این ترکیب پروتئین ایجاد می

 ایماتینیرب (.1٬2) دارای فعالیت تیروزین کینازی مداوم اسرت

(IM; Imatinib mesylate)  یررراGlivec  داروی خرررط اول و

سرت، ایرن دارو ا CMLاستاندارد الایی برای درمران بیمراران 

( پرروتئین Tyrosin Kinase Domainدمین تیروزین کینازی )

bcr-abl1 دهد، همچنین فعال شردن کینراز و را هدف قرار می

درمان با ایماتینیب به اور  (.3کند )انتقال سیگنال را مهار می
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 CMLو مقاومت به ایماتینیب در   DDIT3خاموشي اپي ژنتیکي       آزاداسلامي                                 مجله علوم پزشکي دانشگاه /16

قابل توجهی بقای بیماران را در دو سوم آنها افزایش داده است 

درمرران بررا ایماتینیررب، مقاومررت برره  (. علیرررغم موفقیررت3،4)

از  ٪40ایماتینیب یک مشکل بالینی قابل توجه است و تقریبرا  

 (.3بیماران در نهایت در درمان  با آن شکست خواهند خورد )

مقاومت به ایماتینیرب یرک رویرداد چنرد عراملی در بیمراران 

CML های مختلف مقاومت بره ایماتینیرب از است و  مکانیسم

و مسیرهای مسرتقل  BCR-ABL1ی وابسته به جمله مسیرها

BCR-ABL1 ای هرای نقطرهجهش (.5،6اند )توضیح داده شده

 BCR-ABL1در دومین کینازی به عنوان مکانیسم وابسته بره 

(. پیش از 7هستند ) IMدلایل مقاومت به  یکی از به اور کلی

  BCR-ABLاین، نقش جهش در دمین تیرروزین کینرازی ژن 

ت به ایماتینیب درمیان بیماران ایرانی مبرتلا بره درایجاد مقاوم

CML  گزارش شد و نشان داده شد که جهش تنها عامل ایجاد

های اپری ژنتیکری مسرتقل از ژن (. مکانیسم8مقاومت نیست )

BCR-ABL1  وجررود دارد کرره برره مقاومررت ایماتینیررب کمررک

میکنند و ممکرن اسرت بره عنروان عوامرل برالقوه در بیمراران 

(. دلایل محکمی وجود دارد 9جهش ندارند باشند )مقاومی که 

 CMLکه نشان می دهد پاسخ دارویی و نتایج برالینی بیمراری 

شود، بلکه شامل تعیین نمی BCR-ABL1به تنهایی توسط ژن 

تعدادی دیگر از انحرافات ژنتیکی و اپی ژنتیکری اسرت کره در 

ی تنظیم میزان بالای تکثیر و پیشگیری از آپوپتوز نقش اساسر

هرای اپی ژنتیرک در ایجراد انروار سرراان اهمیت(. 10) دارند

ها، در دهه اخیر بره رسرمیت شرناخته انسانی، به ویژه لوسمی

خاموشی اپی ژنتیک توسرط متیلاسریون  (.10٬11شده است )

DNA در نواحی CpG های مختلرف، رونویسری ژن پروموتر ژن

 (.9ود )شرا مهار می کند که منجر به کاهش بیان پروتئین می

های سرکوبگر تومرور هایپر متیلاسیون چندین ژن از جمله ژن

ها شناسایی شده است که از اریق تأثیر بر رشد ابیعی سرلول

زایی نقررش دارنررد. عررلاوه بررر ایررن، متیلاسرریون در سررراان

با تشکیل کلرون هرای لوسرمیک مقراوم بره  DNAغیرابیعی 

عنروان علرت مهارکننده های تیروزین کیناز مرتبط بوده و بره 

(. برخرری از 12در نظررر گرفترره شررده اسررت ) CMLپیشرررفت 

اند که هیپرمتیلاسیون چنردین ژن ممکرن مطالعات نشان داده

در بره ایماتینیرب است در پیشرفت بیماری و ایجراد مقاومرت 

CML ژن .(13-15) نقررش داشررته باشررند (DDIT3 :DNA-

Damage-Inducible Transcript 3) همچنین به نام ،C/EBPζ 

(CCAAT/enhancer binding Protein zeta)  یرررک ژن

توانرد توسرط در همه جا بیان شده و مریاست سرکوبگر تومور 

تشعشع و استرس سلولی القرا  ,، هیپوگلیسمیDNA آسیب به 

عضو دیگر این خانواده پروتئینی هرم نقرش مهمری در  5 شود.

( 14) نرردتکثیررر سررلولی و تمررایز سررلولهای هماتوپوئتیررک دار

در تنظریم  رشرد سرلولی و  DDIT3 لعات متعرددی نقرشمطا

موجرب  DDIT3تمایز را تایید کردند. افرزایش بیران رونوشرت 

هرا در های میلوئیدی و مهار سرلولالقای افزایش آپوپتوز سلول

ای در مطالعه(. 14) شودمی S زبه فا G1مرحله پیشرفت از فاز 

 نشران داده شرده اسرت کره سرطحو همکرارانش  Qianتوسط 

(. 16در سلولهای میلوئید کاهش بیان دارند )DDIT3 رونوشت 

ای بر روی در مطالعه DDIT3در بررسی سطح متیلاسیون ژن 

 AML; Acuteبیمراران مبرتلا بره لوسرمی میلوئیردی حراد )

myloied leulemia( هیچ متیلاسیونی مشاهده نشد )امرا  ،(17

در مطالعرره دیگررری بررر روی بیمرراران مبررتلا برره سررندرم 

در  DDIT3متیلاسرریون غیررر عررادی ژن  ،یلودیسپلاسررتیکم

 یینجاآ(. از 18درصد از بیماران آنالیز شده مشاهده شد )8/31

 DDIT3که مطالعات کمی برای ارزیابی سطح متیلاسریون ژن 

بنرابر ایرن هردف در  ،صرورت گرفتره اسرت CMLدر بیماران 

مطالعه حاضر ارزیابی وضعیت و نقش متیلاسریون غیرر عرادی 

در ارتباط باپاسرخ ایماتینیرب و پیشررفت  DDIT3موتر ژن پرو

بود. ما همچنین برای اولین بار همراهی دود سریگار را  بیماری

ارزیرابی  CMLدر بیمراران  DDIT3با سرطح متیلاسریون ژن 

    .کردیم

 

 مواد و روشها

 جمعیت مورد مطالعه

مرزمن یرا  میلوئیرردی بیمرار لوسررمی 50از  خون محیطی نمونه

MLC  1براABL-BCR یرا  مثبت+Ph  نفرر از بیمراران  20)شرامل

نفر مقاوم بره درمران و بردون جهرش( برا  30درمان و  پاسخگو به

 8زن و  7 کنتررل سرالم شرامل 15سال و  27/45میانگین سنی 

 47/46با میانگین سنی  (درصد مرد 3/53زن و  درصد 7/46)مرد 

ری مزمن دیگری بررای سال بدون سابقه ابتلا به سراان یا هر بیما

  HRMبوسریله مترد DDIT3آنالیز درصد متیلاسیون پروموتر ژن 

Methylation Sensitive- High Resolution Melting) MS-) 

وجرود  ،انتخاب شدند. معیرار کلری ورود بیمراران بره ایرن مطالعره

و مصرررف  ABL-BCRو ژن ترکیبرری   Ph+ کرومرروزوم فیلادلفیررا

برود. عرلاوه  میلی گرم در روز 400ل دوز داروی ایماتینیب با حداق

بر اینها شرط ورود بیماران مقاوم به درمان محرز بودن مقاومت برا 

انکولوژیست و با توجره بره نترایج  -تشخیص پزشک هماتولوژیست

آزمایشات مولکولی و سریتوژنتیکی برر اسراس پروتکرل اسرتاندارد 

ELN گرر مروثر بود. در این مطالعه به منظور حذف متغیر مداخلره

 ،هررا در دمرین کینررازیدر ایجراد مقاومرت برره دارو یعنری جهرش
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بیماران مقاوم به درمان که  قبلا در ای انجرام آنرالیز موتاسریونی 

در مجمرور  وارد مطالعره شردند. ،فاقد جهش شناخته شده بودنرد

نفرر در  12( CP; Chronic phaseنفراز بیماران در فاز مرزمن ) 35

نفررر در مرحلرره  3و   (AP; Accelerate phase)مرحلرره تسررریع

بودند. معیار ورود افراد کنترل بره  (BP; Blastic phase)بلاستیک 

 عدم سابقه ابتلا به سراان یا هرر بیمراری مرزمن دیگرری مطالعه

بود. این مطالعه توسط کمیته اخلاق انستیتو پاسرتور ایرران تاییرد 

یش ( و همچنرین پرIR.PII.REC.1397.56شماره  شد )کد اخلاق

در  شررکت از بیمراران جهرت کتبری نامره از نمونه گیری رضایت

مراه برا ایماتینیرب )دز  18شد. بیماران برای حداقل  مطالعه گرفته

درمران میلی گرم در روز( بعنوان اولین خرط درمرانی   800-400

مراه برود.  48شدند. مدت پیگیری بیماران بعد از درمان ایماتینیب 

روه مقاوم به ایماتینیب و پاسرخ دهنرده خروب بره بیماران به دو گ

دارو بر اسراس پاسرخ سریتوژنتیکی یرا مولکرولی آنهرا مطرابق برا 

( دسرته بنردی شردند ELN) 2013معیارهای شبکه لوسمی اروپا 

صورت فقردان ه (. با توجه به این معیار ارزیابی بیماران مقاوم ب19)

 12نتیکی کامل ترا ماه و یا پاسخ سیتوژ 18پاسخ مولکولی ماژور تا 

(. بیماران مقاوم انتخرابی 19ماه بعد از شرور درمان تعیین شدند )

 اروریه بر ،نداشتند ABL1هیچ موتاسیونی در دمین کینازی ژن 

. که قبلا آنالیز شدند )االاعرات آنرالیز نمرایش داده نشرده اسرت(

سریگار  و وضعیت ، جنسبیمراران از نظرر سرن االاعرات برالینی

وری و ثبت شدند. افررراداز نظر وضعیت سیگار به دو گرروه جمع آ

افررراد سررریگاری  -1سرریگاری و غیررر سرریگاری تعریررف شرردند. 

(Smoker :) از چند نخ سیگار تا یرک بسرته سریگار در  که افرادی

افرراد  -2؛ برودن و یا در معرض دود سریگار کردندروز مصررف می

هرگرررز سرریگار  کررره افررررادی (Non smoker): غیرررر سررریگاری

فررد  9فررد سریگاری و  6فرد کنترل سرالم 15مصرف نکردند. از 

سریگاری و  50/26غیرسیگاری بودند و از ارفری بیمراران شرامل 

 غیر سیگاری بودند.   50/24

 هاو بي سولفیته كردن نمونه DNAاستخراج 

DNA  از بیمراران  میلری لیترر 4ژنومی از خون محیطی به میزان

 Salting outو افررراد سررالم بررا اسررتفاده از روش  CMLمبررتلا برره 

اسرتخراج شرده برا اسرتفاده از  DNA(. کیفیت 20استخراج شد )

برا  DNA و کیفیرت میرتالکتروفرورز ژل آگرارز بررسری شرد و ک

توسرط نرانودراپ )شررکت  260/280 استفاده از نانو دراپ با نسبت

BioTek Epoch )وگرم در نرران 500 .قرررار گرفررت مررورد ارزیررابی

استخراج شده به عنوان غلظت مناسب برا بری  DNAمیکرولیتر از 

 EZ DNA (Zymoسولفیت سدیم با استفاده از کیت متیلاسریون 

Reaserch  ایالات متحده آمریکا( بر اساس پروتکل شرکت سازنده،

( و کراملا  غیرر ٪100کراملا  متیلره ) DNAاستفاده شد. از کنترل 

 DNAی سرولفیت شرده اسرتفاده شرد )( یونیورسال و ب٪0متیله )

کنترل متیله و غیر متیلره شررکت کیراژن(. یرک  EpiTectکنترل 

، ٪ 10های گرادیران )سریال از رقت متفاوت متیلاسیون در نسبت

 DNA( تهیه و به عنوان استانداردهای کنتررل ٪ 75، ٪ 50، ٪ 25

با سطوح مختلرف متیلاسریون مرورد اسرتفاده قررار گرفرت. ایرن 

در هر آزمایش تجربری بررای ایجراد منحنری  DNAردهای استاندا

ها برای ارزیرابی های استاندارد گرادیان گنجانده شد. از این منحنی

 ابرق های نرمال اسرتفاده شرد.درصد متیلاسیون بیماران و نمونه

 شرامل کره فرآینردی اسرت سرولفیت بری سازنده تبدیل پروتکل

 تبردیل منجرر بره کره اسرت های شیمیایی ای از واکنشمجموعه

 کره در حرالی ،شرود مری اوراسریل نشده بره های متیله سیتوزین

 تیمرین با یک اوراسیل کنند. یک تغییر نمی های متیله سیتوزین

  DDIT3 متیلاسریون شرود. وضرعیت می جایگزین PCR در ای

 شد. و تحلیل تجزیه MS-HRM توسط

 MS-HRMتکنیک 

 MS-HRM توسط DDIT3متیلاسیون پروموتر و تحلیل تجزیه

DNA آغرازگر  تیمار شده با بی سولفیت با استفاده از یرک جفرت

پرومروتر  و غیرر متیلره هرای متیلره شده برای تکثیر آلرل اراحی

برا  MS-HRM . پرایمرهرایقرار گرفرت MS- HRMواکنش  تحت

  V2.0اسررررتفاده از برنامرررره آنلایررررن مررررت پرایمررررر ورژن

(www.urogene.org, chinese academyof Medical Science )

 اراحی شدند. اراحی پرایمر بر اساس اسرتانداردهای پیشرنهادی

Wojdacz  توالی پرایمرهرای اراحری شرده  (.21) و همکاران بود

 بود. 1ابق جدول  در مطالعه DDIT3ژن  برای پروموتر

 

 DDIT3توالی پرایمرهای ژن .1جدول

 نام ژن  5´             3´ رتوالي پرایم
GTGTAGATATCGGTTGTTAAATATTG Forward DDIT3 

GAACCCGAAAATAACTTTAAATC Reverse  

 

 Bisearch پرایمرهرررا قبرررل از سرررنتز برررا اسرررتفاده از ابرررزار

(http://bisearch.enzim.hu) تجزیه و تحلیرل .بلاست شدند MS-

HRM و تکثیر DNA دسرتگاه توسرط بیسولفیت شردهStep one 

plus real time PCR system (Applied Biosystem, USA)  
 High Resolutionتوسرط نررم افرزار  HRM انجام شد. داده های

Melt Analysis کلری  مورد تجزیره و تحلیرل قررار گرفرت. حجرم

 5X HOTمیکرولیتر برود کره شرامل مخلروط  10واکنش شامل 

FIREPOL EvaGreen HRM (noROX) (Solis Biodyne Co, 

Estonia )200  ،نرانوگرم 20نرانومولار از هرر آغرازگر DNA  بری

)شررکت سرینا کلرون  RNaseو  DNaseسولفیت شده و آب فاقد 
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 میکرولیترر برود. 10ایران( برای رساندن حجم نهایی واکرنش بره 

 به صورت زیر تنظیم شد: PCR شرایط

 12گراد به مدت درجه سانتی 95دناتوراسیون اولیه در دمای 

-درجه سانتی 95سیکل شامل دناتوراسیون در دمای  45قه، دقی

-درجه سانتی 60ثانیه، دمای اتصال پرایمرها  15گراد به مدت 

گراد درجه سانتی 72دقیقه و گسترش در دمای  1گراد به مدت 

 با تشکیل هترودوپلکس در دمای PCR   ثانیه. تکثیر 40به مدت 

 60سپس در دمای ثانیه و  10گراد به مدت درجه سانتی 95

ه، پس از این مرحل .دقیقه دنبال شد 1گراد به مدت درجه سانتی

ه بگراد انجام شد و دما درجه سانتی 3/0با افزایش  HRM آنالیز

 درجه 60ثانیه با هر افزایش حفظ شد. افزایش دما از  15مدت 

حت و گراد انجام شد. برای تأیید صدرجه سانتی 95گراد تا سانتی

 ری، هر واکنش بصورت دوپلیکیت انجام شد. در هر رانتکرارپذی

 های سریالیآزمایش کنترل منفی )فاقد نمونه الگو( و کنترل

برای  .در واکنش وارد شدند ( 100٪، 75٪، 50٪، %25٪، 0%10٬)

استفاده شد. دمای  MS-HRM هایایجاد نمودار تفاوت از داده

تنظیم  %50ظت اتصال پرایمرها برای به دست آوردن حداکثر غل

یله شد تا فقدان هر گونه سوگیری به سمت الگوی متیله یا غیر مت

با در ( Aligned melt curveمنحنی ذوب تراز شده ). ثابت شود

ه به عنوان واحد فلورسنت نسبی مرجع، با استفاد %0نظر گرفتن 

وتر نمودار تکثیر پروم ایجاد شد.  Step one plus HRMاز نرم افزار

 های ذوب استاندارد برای تمام سطوحو منحنی هانهژن در نمو

( ترسیم %100، %75، %50، %25، %10،%0کنترل متیلاسیون )

بر اساس  MS-HRMتجزیه و تحلیل  .الف و ب(  1شد )شکل

  DNAها با پروفایل های ذوب از مقایسه پروفایل های ذوب نمونه

ل های نمونه هایی با درصد متیلاسیون شناخته شده برای کنتر

 . متیلاسیون انجام شد

 رعایت اصول اخلاقي

و کرد اخلاقری  1033این مطالعره برا گرنرت و کرد شرماره 

IR.PII.REC.1397.56  برره تاییررد انسررتیتو پاسررتور ایررران

 رسیده است.

 تحلیل آماری

برای متغیرهرای دمرروگرافیکی هرایویژگی توزیع میانگین مقایسه

 Exact Fisher test ،برع کرای دومر کیفی و کمی بررا اسررتفاده از

تست رگرسیون لجسرتیک بررای  انجررام شررد.به ترتیب  t- testو 

و ریسرک  DDIT3ارزیابی ارتباط بین سطوح متیلاسیون پرومروتر 

بوسریله  CMLمقاومت به ایماتینیب، پیشرفت بیماری در بیمراران 

فاصله اامینان بکار بررده شرد.  %95و  OR (Odds ratio) محاسبه

 IBM) 19 نسررخه SPSS آنالیزها برا اسرتفاده از نررم افررزار مهه

Corporation05/0 داریمعنرری ( انجررام شررد و سررطحP<   در

 .شد نظرگرفته

 

 
 الف

 
 ب
 

در بیماران و کنترل ها  DDIT3تکثیر پروموتر ژن  نمودار. 1شکل 

 )الف(. منحنی ذوب نرمالیز شده کنترلهای استاندارد )ب(

 

 هایافته
 پروفایل بالیني بیماران 

بیمار  20بیمار مقاوم فاقد جهش و  CML (30بیمار  50

 فرد کنترل سالم برای ارزیابی سطح 15پاسخگو به دارو( و 

مقایسه  شدند.بررسی  DDIT3متیلاسیون پروموتر ژن 

-و وضعیت سیگار بیماران و کنترل میانگین سنی و جنسی

 داری از نظر سن وعنیهای سالم نشان داد که هیچ تفاوت م

ها جنس و از نظر وضعیت سیگار بین بیماران و کنترل

 وجود نداشت و لذا همسان سازی بین آنها حاصل شده است

 بیماران وبرای  27/45±01/3 انحراف معیار±میانگین)

؛ نسبت مرد به <05/0P ،افراد کنترلبرای  74/11±47/46

 ،7به  8 و در افراد کنترل 23به  27 بیمارانزن در 

05/0P> سیگاری و  50/26تفکیک بیماران از نظر سیگار ؛

سیگاری  15/6غیر سیگاری و در افراد کنترل سالم  50/24

 (.  <05/0P ،غیر سیگاری بودند 15/9و 
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 19 /و همکاران مریم فروتن جزی                                                                                                1404بهار     1 هشمار   35 دوره

مدت زمان بررسی و ، جنس ،های بالینی شامل سنویژگی 

سیگار و سطح  وضعیت، فاز بیماری ،پیگیری بیماران

بیماران پاسخگو و غیر پاسخگو مقایسه متیلاسیون بین 

جنس و  ،داری در مورد میانگین سنتفاوت معنی شدند.

 ،(<05/0Pزمان پیگیری بین دو گروه پاسخ وجود نداشت )

که برای فاز بیماری، وضعیت سیگار و سطح  در حالی

، =002/0Pدار بود )متیلاسیون بین دو گروه تفاوت معنی

01/0P= ، 0006/0P=)  (.2)جدول 

  DDIT3فراواني سطح متیلاسیون غیر عادی ژن 

با حساسیت بالا و بدون  MS-HRMدر این مطالعه آنالیز 

 هیچ سوگیری به سمت الگوی متیله یا غیر متیله انجام شد.

ه منحنی ذوب نرمالایز شده را ب 2ب و شکل  1در شکل 

-های کاملا متمایز و مشخص برای تمام کنترلصورت پیک

درصد  100و  75، 50، 25، 10 ،0ستاندارد های سریالی ا

 های سریالی مذکور و نمونهمتیله و هم چنین برای کنترل

آنالیز متیلاسیون ابق  دهد.به ترتیب نشان می  Sبیمار 

در  DDIT3نشان داد که سطح متیلاسیون ژن  3جدول 

درصد و در گروه  25-100گروه بیماران محدوده بین 

و  0-10درصد بود. در دسته  0-74کنترلهای سالم بین 

داری در فراوانی سطح درصد تفاوت معنی 100-75

های سالم بین بیماران و کنترل DDIT3متیلاسیون ژن 

(. از ارفی در مقایسه بین دو گروه >P 05/0وجود داشت )

 در پاسخگو و غیر پاسخگو برای سطوح مختلف متیلاسیون

ه ب ،داری وجود داشتدرصد تفاوت معنی  75-100دسته 

که تعداد بیماران مقاوم با سطح متیلاسیون بالای  اوری

(. هیچ P=002/0درصد بیشتر از بیماران پاسخگو بود ) 74

درصد و همچنین  0-24کدام از بیماران درصد متیلاسیون 

درصد  75-100های سالم متیلاسیون کدام از کنترل هیچ

 . (3 )جدول نشان ندادند را

 بیماران بالینیهای ویژگی .2جدول

 P-value ماتینیبپاسخگو به ای مقاوم به ایماتینب بالینیهای ویژگی

 5/0 20(40)  30(60)** افراد

  (50)10(/50)10 (33/43)13(/67/56)17 جنس )مرد/زن(

 41/0 4/47 ± 41/16 14/43 ±43/14§ سن )سال(

    فاز بیماری
Chronic (50)15 (100 )20 0006/0 

Accelerate (40)12 0 07/0 
Blastic crisis (10 )3 0  

    وضعیت سیگار

 01/0 6(30) 20(67/66) یسیگار

  14(70) 10(33/33) غیرسیگاری

 49/0 45±3/12 48±24/16 مدت زمان بررسی 

 DDIT3    79/17±8/63 18/14±75/47 002/0 میزان متیلاسیون پروموتر ژن

 انحراف معیار±میانگین §تعداد )درصد(؛  **؛ است 05/0سطح معنی داری کمتر از * 

 

 

 های سالم و بیمار و بین بیماران مقاوم و پاسخگو به ایماتینیبدر بین گروه DDIT3درصد متیلاسیون ژن مقایسه فراوانی  .3جدول

 سطح متیلاسیون ژن
DDIT3 (%) 

کنترل سالم 

(n=15) 

بیماران 

(n=50) 

P-value ایماتینیب مقاوم به 

(n=30) 

پاسخگو 

(n=20) 

P-value 

0-10 4 0 002/0 ** 0 0 1 

25-49 5 10 29/0  3 7 08/0  

50-74 6 19 87/0  9 10 13/0  

75-100 0 21 001/0 ** 18 3 002/0 ** 

 است 05/0سطح معنی داری کمتر از * 
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.   DDIT3منحنی ذوب نرمالایزشده متیلاسیون ژن . 2شکل 

درصد و  100و 75، 50، 10،25منحنی کنترلهای استاندارد صفر،

درصد )منحنی  50-75با درصد متیلاسیون  Sیک نمونه بیمار 

 آبی روشن(

 

و  DDIT3همراهي بین سطح متیلاسیون پروموتر ژن 

 پاسخ به ایماتینیب

در  DDIT3یه پروموتر ژن در این مطالعه سطح متیلاسیون ناح

درصد  85درصد بود و  25-100محدوده بین  CMLبیماران 

 25-50بیماران پاسخگو به ایماتینیب دارای سطح متیلاسیون 

جهت ارزیابی تفاوت سطح متیلاسیون بین  درصد بودند. بنابراین

بیماران مقاوم وبیماران پاسخ خوب، سطح متیلاسیون به دو 

 51-100درصد تقسیم شد. دسته  51-100و  25-50دسته 

در نظر گرفته شد  DDIT3 hypermethylatedدرصد به عنوان 

( آنگاه درصدها Cut off point درصد بعنوان نقطه برش یا 50)

در  یدارنشان داد که تفاوت معنی 4مقایسه شدند. جدول 

بین دو گروه مقاوم و پاسخگو به  51-100درصد متیلاسیون

عبارت دیگر هایپرمتیلاسیون پروموتر ه . بایماتینیب وجود داشت

 5/8درصد یک ریسک بالاتر) 51-100در سطح  DDIT3ژن 

درصد فاصله OR=5/8 ،95برابر( برای بیماران مقاوم نشان داد )

 .(4( )جدول =004/0P؛ 96/1-7/36اامینان 

و  DDIT3همراهي بین سطح متیلاسیون پروموتر ژن 

 پیشرفت بیماری

بطور  DDIT3ایپرمتیلاسیون پروموتر ه، در این مطالعه 

از فمعنی داری در بیماران با فاز پیشرفته بیماری بیشتر از 

(. =001/0P ،درصد 20در مقابل  33/77کرونیک بود )

داری در سطح نشان می دهد که تفاوت معنی 4جدول 

درصد بین بیماران کرونیک و  51-100متیلاسیون 

تی هایپرمتیلاسیون عباره ب ،پیشرفته بیماری وجود دارد

درصد خطر بالاتری   51-100در سطح  DDIT3پروموتر 

برابر( برای پیشرفت به فازهای تسریع و بلاستیک  75/5)

-23/49درصد فاصله اامینان OR=75/5 ،95) دهدنشان می

 .(4)جدول  (=001/0P؛ 4/1

 CMLو پاسخ به ایماتینیب و پیشرفت بیماری در میان بیماران  DDIT3ارتباط بین میزان متیلاسیون ژن  .4جدول

متیلاسیون ژن 
DDIT3 (%) 

 

 مقاوم به ایماتینیب

(n=30) 

 

 ران پاسخگوبیما

(n=20) 

 

 سطح معنی 

 داری 

 

 نسبت شانس 

 

فاصله  درصد  95 

 اامینان 

25-50 **12 (40) 17 (85%) - Reference  

51-100 18 (60%) 3 (15%) 004/0 5/8 96/1-79/36 

متیلاسیون ژن 
DDIT3 (%) 

 فاز بلاست+فاز شتاب

(n=15) 

  فاز مزمن

(n=35) 

  

 

 

 

25-50 4(67/26 %) 28(80 %) - Reference  

51-100 11 (33/77 %) 7(20 %) 001/0 75/5 40/1 -49/23 

 تعداد )درصد( **می باشد.  05/0سطح معنی داری کمتر از   *

 

 DDIT3ارتباط بین سیگار با میزان متیلاسیون ژن  .5جدول

متیلاسیون ژن 

DDIT3 (%) 

 سیگاری

 (N=26) 

    غیر سیگاری

(N=24) 

        %   فاصله اامینان       95  س          نسبت شان سطح معنی داری

100-51 **18 (23/69) 3(5/12 %) 001/0  8/11               (67/2-67/52) 

50-25 8( 77/30 %) 21 (5/87 %)   

 تعداد )درصد( **؛ می باشد05/0سطح معنی داری کمتر از   *
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و  DDIT3همراهي بین هایپر متیلاسیون پروموتر ژن 

 سیگار

عیت سیگار بین دو گروه مقاوم به در این مطالعه وض

 داری داشت و تعدادایماتینیب و گروه پاسخگو تفاوت معنی

خگو افراد سیگاری در گروه مقاوم به دارو بیشتر از گروه پاس

داری بین نیز همراهی معنی 5(. ابق جدول 2 بود )جدول

وجود داشت. ریسک  DDIT3سیگار و هایپرمتیلاسیون ژن 

 7/3داری اور معنیه ها بمیان سیگاریهایپرمتیلاسیون در 

درصد OR=8/11 ،95) برابر بالاتر از گروه غیر سیگاری بود

 .(5)جدول (=001/0P؛ 67/2-67/52فاصله اامینان 

 

 بحث
از نظر ژنتیکی در فاز اولیه یک بیماری  CMLیماری ب

به فاز  CPاما مکانیسم ترانسفورماسیون از فاز  ،هموژنوس است

BC  (. این هتروژنیتی 10درمان هتروژنوس است )و پاسخ به

های ژنتیکی و اپی ژنتیکی به حوادث مولکولی مانند مکانیسم

های پروموتر CpGمتیلاسیون  ،ABL1های ژن مانند موتاسیون

(. شواهد 22شود )ها و تغییرات هیستونی نسبت داده میژن

محکم و متعددی وجود دارد که تغییرات اپی ژنتیکی مانند 

DNA های مهم در عنوان یکی از مکانیسمه متیلاسیون ب

مربوط  CMLبه مقاومت درمان در بیماران  ،کنترل بیان ژن

های مقاوم لوکمیک و شود که منجر به انتشار کلونمی

(. در مطالعه حاضر ما همراهی 12شود )پیشرفت بیماری می

را با مقاومت به ایماتینیب و  DDIT3متیلاسیون پروموتر ژن 

رفت بیماری نشان دادیم و علاوه بر این همراهی دود پیش

عنوان یک یافته ه ب را DDIT3سیگار با هایپرمتیلاسیون ژن 

جدید برای اولین بار نشان دادیم. یافته های ما نشان داد که 

 51-100در سطح  DDIT3هایپر متیلاسیون پروموتر ژن 

یب همراه برابر( مقاومت به ایماتین 5/8درصد با ریسک بالاتر  )

رسد این یافته یک روش جایگزین آنالیز است. به نظر می

برای ارزیابی پاسخ به درمان در ABL1 های ژن موتاسیون

کند. در تنها مطالعه بررسی فراهم می CMLبیماران 

و  Wangکه توسط  CMLمتیلاسیون ژن مذکور روی بیماران 

ر داری دهمکارانش صورت گرفت گزارش شد که تفاوت معنی

بین دو گروه متیله و غیرمتیله  BCR-ABL1سطح ترانسکریپت 

عبارتی تفاوتی از نظر سطح پاسخ به درمان ه ب ،وجود نداشت

و همکارانش فراوانی   Wangوجود نداشت. در مطالعه 

در  ،درصد از بیماران یافت شد 66در  DDIT3متیلاسیون ژن 

تایید (. در 14که در هیچ کنترل سالمی وجود نداشت ) حالی

این یافته در مطالعه دیگری برای بررسی متیلاسیون ژن 

DDIT3  توسطLin  و همکارانش روی بیماران سندرم

درصد هایپرمتیلاسیون در  8/31( MDSمیلودیسپلاستیک )

(. در 18ها گزارش شد )بیماران و هیچ متیلاسیونی در کنترل

مطالعه حاضر متیلاسیون پروموتر ژن مذکور در بیماران و 

 DDIT3اما فراوانی هایپرمتیلاسیون ژن  ،ها گزارش شدکنترل

درصد  40درصد بیماران و  80در  درصد( 50-100)سطح 

داری مشاهده شد. در این ها یافت شد و تفاوت معنیکنترل

با پیشرفت بیماری  DDIT3مطالعه بین هایپرمتیلاسیون ژن 

ه ب ،داری وجود داشتارتباط قوی و معنی BCو  APبه فاز 

که هایپرمتیلاسیون ژن مذکور در میان بیماران با  اوری

برابر بیشتر از بیماران با فاز  7/5در حدود  BCو APفازهای 

مزمن بیماری بود. با توجه به این یافته مطالعه ما پیشنهاد 

ممکن است در  DDIT3 کند که متیلاسیون پروموتر ژنمی

ین یافته در دیگر فازهای مختلف تکامل بیماری اتفاق بیافتد. ا

و  Wang مطالعات گزارش نشده است و فقط در مطالعه

همکارانش هیچ همراهی بین فراوانی هایپرمتیلاسیون ژن 

DDIT3 ( مطالعات 14و فازهای مختلف بیماری یافت نشد .)

بیشتر روی تعداد بیشتری از بیماران برای کشف نقش 

نیاز  مورد CMLروی پیشرفت بیماری  DDIT3متیلاسیون ژن 

 است.

وضعیت سیگار بین بیماران مقاوم به  در مطالعه حاضر

-ایماتینیب و بیماران با پاسخ خوب مقایسه شد و تفاوت معنی

داری بین دو گروه وجود داشت. ما همچنین ارتباط سطح 

را با سیگار برای اولین بار  DDIT3متیلاسیون پروموتر ژن 

ار و داری بین سیگارزیابی کردیم. همراهی معنی

هایپرمتیلاسیون ژن مذکور وجود داشت. ریسک 

داری بالاتر اور معنیه ها بهایپرمتیلاسیون در میان سیگاری

ها بود. فاکتورهای محیطی مانند سیگار بسته از غیر سیگاری

دوره  به زمان در معرض قرار گرفتن مثلا دوره قبل از تولد یا

 DNAیون توانند اثرات مختلفی روی متیلاسبزرگسالی می

عنوان یک فاکتور ه اور خاص دود سیگار به داشته باشند. ب

-محیطی و هشدار جدی سلامت در دنیا چه در مورد سیگاری

عنوان یک تنظیم کننده ه های کنونی و چه در دوره جنینی ب

مطرح است. بنابراین متیلاسیون  DNAقوی متیلاسیون 

DNA نی و های کنوبین سیگاری ایرابط مکانیکی بالقوه

های در معرض دود سیگار و سراان و همچنین بین جنین

(. تغییرات اپی 23تکامل بیماریهای مزمن در بزرگسالی است )

ژنتیکی حاصله توسط دود سیگار عمدتا با غیرفعال شدن 

کنند ایجاد هایی که این تغییرات ژنتیکی را تنظیم میآنزیم
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در واقع  .دشونشوند و موجب بیان چندین ژن التهابی میمی

واکنشهای التهابی القا شده بوسیله دود سیگارممکن است 

های مورد اشاره موجب تغییر الگوی متیلاسیون شوند. آنزیم

که در سلولهای پرولیفراتیو عرضه میشوند  DNMT1 مانند

در اول تقسیم  DNAمسئول حفظ مادام العمر متیلاسیون 

مطالعه نشان اور خلاصه نتایج این ه (. ب24سلولی هستند )

با مقاومت به  DDIT3داد که هایپرمتیلاسیون پروموتر ژن 

ایماتینیب و پیشرفت بیماری مرتبط است. علاوه بر این ما 

در افراد  DDIT3نتیجه گرفتیم که هایپر متیلاسیون ژن 

رسد که سیگاری بیشتر از افراد غیرسیگاری بود. به نظر می

پیشنهاد  و مطالعهمطالعات بیشتر برای تایید نتایج این 

بعنوان یک بیومارکر  DDIT3هایپرمتیلاسیون پروموتر ژن 

ژنتیکی بالقوه مقاومت به درمان و پیشرفت بیماری مورد اپی

  .نیاز است

 

 تشکر و قدرداني
از کلیه بیماران شرکت کننده به دلیل همکاری و مسراعدت در 

ا ایرن پرژوهش بر انجام این مطالعه تشکر و قدردانی می کنریم.

.( انجام شرد1033حمایت انستیتو پاستور ایران )شماره گرنت 

REFERENCES 
1. Mughal TI, Radich JP, Deininger MW, Apperley JF, Hughes TP, Harrison CJ, et al. Chronic myeloid leukemia: 

reminiscences and dreams. Haematologica 2016;101:541–58.   

2. Benchikh S, Bousfiha A, El Hamouchi A, Soro SGC, Malki A, Nassereddine S. Chronic myeloid leukemia: 

cytogenetics and molecular biology’s part in the comprehension and management of the pathology and treatment 

evolution. Egypt  J  Med  Hum Genet 2022;23:1-13.  

3. Rostami G, Assad D, Ghadyani F, Hamid M, Karami A, Jalaeikhoo H, et al. Influence of glutathione S‐transferases 

(GSTM1, GSTT1, and GSTP1) genetic polymorphisms and smoking on susceptibility risk of chronic myeloid leukemia 

and treatment response. Mol Genet Genomic Med 2019;7:e00717. 

4. Adnan Awad S, Kankainen M, Ojala T, Koskenvesa P, Eldfors S, Ghimire B, et al. Mutation accumulation in cancer 

genes relates to nonoptimal outcome in chronic myeloid leukemia. Blood Adv 2020;4:546-59. 

5. Mohammadi F, Shafiei M, Assad D, Rostami G, Hamid M, Foroughmand AM. Impact of ABCB1 Gene 

Polymorphisms and Smoking on the Susceptibility Risk of Chronic Myeloid Leukemia and Cytogenetic Response. Iran 

Biomed J 2021;25:54-61.  

6. Wu W, Xu N, Zhou X, Liu L, Tan Y, Luo J, et al. Integrative genomic analysis reveals cancer-associated gene 

mutations in chronic myeloid leukemia patients with resistance or intolerance to tyrosine kinase inhibitor. Onco Targets 

Ther 2020;13:8581-8591. 

7. Ernst T, La Rosée P, Müller MC, Hochhaus A. BCR-ABL mutations in chronic myeloid leukemia. Hematol Oncol 

Clin North Am 2011; 25: 997–1008.   

8. Rostami G, Hamid M, Yaran M, Khani M , Karimipoor M. Incidence and clinical importance of BCR-ABL1 

mutations in Iranian patients with chronic myeloid leukemia on imatinib. J Hum Genet 2015; 60: 253–258.  

9. Elias MH, Baba AA, Husin A, Sulong S, Hassan R, Sim GA, et al. HOXA4 gene promoter hypermethylation as an 

epigenetic mechanism mediating resistance to imatinib mesylate in chronic myeloid leukemia patients. Biomed Res Int 

2013;2013.   

10. Guru SA, Sumi MP, Mir AR, Beg MMA, Saxena A. Aberrant hydroxymethylation in promoter CpG regions of 

genes related to the cell cycle and apoptosis characterizes advanced chronic myeloid leukemia disease, poor imatinib 

respondents and poor survival. BMC Cancer 2022; 22:1-15.   

11. Yang X, Wong MPM, Ng RK. Aberrant DNA methylation in acute myeloid leukemia and its clinical implications. 

Int J Mol Sci 2019;20:4576.  

12. Amabile G, Di Ruscio A, Müller F, Welner RS, Yang H, Ebralidze AK, et al. Dissecting the role of aberrant DNA 

methylation in human leukaemia. Nat Commun 2015;6:1-10.   

13. Jelinek J, Gharibyan V, Estecio MR, Kondo K, He R, Chung W, et al. Aberrant DNA methylation is associated with 

disease progression, resistance to imatinib and shortened survival in chronic myelogenous leukemia. PLoS One 

2011;6:e22110.   

14. Wang Y-l, Qian J, Lin J, Yao D-m, Qian Z, Zhu Z-h, et al. Methylation status of DDIT3 gene in chronic myeloid 

leukemia. J Exp Clin Cancer Res 2010;29:54.   

15. Radin D, Hamid M, Kargar M, Jafarinia M. Hypermethylation of HOXA4 Gene Promoter and Its Potential 

Association with Disease Progression, Imatinib Resistance, High Sokal Score Risk, and Smoking among Chronic 

Myeloid Leukemia Patients. Russ J Genet 2023;59:S199-207.   

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ia

u.
35

.1
.1

4 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

02
35

92
2.

14
04

.3
5.

1.
2.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
29

 ]
 

                             9 / 10

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hughes+TP&cauthor_id=27132280
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Harrison+CJ&cauthor_id=27132280
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hochhaus+A&cauthor_id=22054731
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Khani+M&cauthor_id=25740611
http://dx.doi.org/10.61186/iau.35.1.14
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1404.35.1.2.8
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2181-fa.html


 23 /و همکاران مریم فروتن جزی                                                                                                1404بهار     1 هشمار   35 دوره

16. Qian J, Chen Z, Lin J, Wang W, Cen J. Decreased expression of CCAAT/enhancer binding protein ζ (C/EBPζ) in 

patients with different myeloid diseases. Leuk Res 2005;29:1435-41.  

17. Musialik E, Bujko M, Kober P, Grygorowicz MA, Libura M, Przestrzelska M, et al. Comparison of promoter DNA 

methylation and expression levels of genes encoding CCAAT/enhancer binding proteins in AML patients. Leuk Res 

2014;38:850-6.  

18. Lin J, Wang Y-l, Qian J, Yao D-m, Zhu Z-h, Qian Z, et al. Aberrant methylation of DNA-damage-inducible 

transcript 3 promoter is a common event in patients with myelodysplastic syndrome. Leuk Res 2010;34:991-4. 

19. Baccarani M, Deininger MW, Rosti G, Hochhaus A, Soverini S, Apperley JF, et al. European Leukemia Net 

recommendations for the Management of chronic myeloid leukemia. Blood 2013;122:872-884. 

20. Miller S, Dykes D, Polesky H. A simple salting out procedure for extracting DNA from human nucleated cells. 

Nucleic Acids Res 1988;16:1215.   

21. Wojdacz TK, Borgbo T, Hansen LL. Primer design versus PCR bias in methylation independent PCR 

amplifications. Epigenetics 2009; 4: 231-4.  

22. Mir R, Ahmad I, Javid J, Farooq S, Yadav P, Zuberi M, et al.  Epigenetic silencing of DAPK1 gene is associated 

with faster disease progression in India populations with Chronic Myeloid Leukemia. J Cancer Sci Ther 2013;5:144-

149.  

23. Lee KWK, Pauzova Z. Cigarette smoking and DNA methylation. Front Genet 2013;4:132. 

24. Zong D, Liu X, Li J, Ouyang R, Chen P.The role of cigarette smoke-induced epigenetic alterations in inflammation. 

Epigenetics Chromatin 2019;12:65 

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
ia

u.
35

.1
.1

4 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

02
35

92
2.

14
04

.3
5.

1.
2.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
29

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fgene.2013.00132/full
http://dx.doi.org/10.61186/iau.35.1.14
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1404.35.1.2.8
http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-2181-fa.html
http://www.tcpdf.org

