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خلاصۀ پروپوزال(حداکثر یک صفحۀ A4 )
از اطلاعات این صفحه هنگام ثبت پروپوزال در سمات استفاده کنید. درج منابع در کادر چهارم سمات،ضرورتی ندارد.
1) ضرورت انجام طرح: 
لوسمی میلوئید حاد (Acute Myeloid Leukemia; AML) یکی از بدخیمی‌های تهاجمی و ناهمگون خونی است که منشأ آن در سلول‌های پیش‌ساز میلوئیدی قرار دارد. با وجود پیشرفت‌های درمانی، این بیماری هنوز با میزان بالای عود، مقاومت دارویی و پیش‌آگهی نامطلوب در بزرگسالان همراه است. از این‌رو شناسایی مسیرهای مولکولی و ژنتیکی مؤثر در پاتوژنز AML برای توسعه روش‌های تشخیصی و درمانی جدید ضروری به نظر می‌رسد.
در سال‌های اخیر، جهش در ژنDNMT3A  به‌عنوان یکی از شایع‌ترین تغییرات ژنتیکی در AML معرفی شده است. این جهش با اختلال در متیلاسیونDNA، تغییر بیان ژن‌ها و تغییر مسیر تمایز سلولی مرتبط است و معمولاً با پیش‌آگهی ضعیف‌تری همراه می‌باشد. با این‌حال، مکانیسم‌های دقیق مولکولی که از طریق آن جهش DNMT3A منجر به تغییر بیان ژن‌ها و مسیرهای سلولی می‌شود، هنوز به‌طور کامل شناخته نشده است.
از سوی دیگر، خانواده ژن‌های HOX نقش کلیدی در تنظیم تکوین و تمایز سلول‌های خونساز دارند. مطالعات نشان داده‌اند که بیان نابجای ژن‌های HOX در بروز و پیشرفت لوسمی‌ها مؤثر است، اما الگوی تغییر بیان این ژن‌ها در بیماران دارای جهش DNMT3A هنوز به‌صورت جامع مورد بررسی قرار نگرفته است. همچنین شواهد محدودی وجود دارد که نشان دهد microRNAها و تغییرات اپی‌ژنتیکی (مانند متیلاسیون پروموتر) در تنظیم بیان ژن‌های HOX  نقش مهمی ایفا می‌کنند.
با توجه به اهمیت بالای این محور (DNMT3A–HOX–microRNA)، انجام مطالعه‌ای جامع که بتواند با رویکرد بیوانفورماتیکی و چندلایه‌ای ارتباط بین این عوامل را تحلیل کند، می‌تواند درک جدیدی از مکانیسم‌های مولکولی دخیل در AML فراهم کند. افزون بر این، تأیید نتایج تحلیل‌های محاسباتی با استفاده از روش‌های آزمایشگاهی مانندReal-time PCR  و MSP-PCR، اعتبار علمی یافته‌ها را افزایش داده و می‌تواند به شناسایی نشانگرهای زیستی جدید برای پیش‌آگهی و یا اهداف درمانی بالقوه منجر شود.
بنابراین، این پژوهش از منظر علمی و کاربردی اهمیت ویژه‌ای دارد، زیرا:
· شکاف دانشی موجود درخصوص تنظیم ژن‌های HOXدربیماران دارای جهش DNMT3Aرا هدف قرار می‌دهد.
· ترکیبی از تحلیل‌های بیوانفورماتیکی، داده‌کاوی چندلایه و تأیید آزمایشگاهی را ارائه می‌دهد.
· می‌تواند مسیرهای مولکولی جدیدی را برای پیش‌بینی پاسخ به درمان یا طراحی مداخلات اپی‌ژنتیکی در AML معرفی کند.
2) اهداف مهم: 
2. 1 هدف کلی
شناسایی ژن‌های کلیدی خانوادهHOX  و microRNAهای تنظیم‌کننده آن‌ها در بیماران مبتلا به لوسمی میلوئید حاد (AML) دارای جهش DNMT3A با استفاده از تحلیل‌های بیوانفورماتیکی، و بررسی تغییر بیان و متیلاسیون ژن‌های منتخب به روش‌های Real-time PCR  و MSP-PCR.

2. 2 اهداف اختصاصی
1.  گردآوری و یکپارچه‌سازی داده‌های بیان ژن،microRNA  و متیلاسیون از پایگاه‌های عمومی مانند TCGA و GEO در بیماران AML دارای و فاقد جهشDNMT3A.
2.  شناسایی ژن‌های خانواده HOX با بیان تفاضلی معنی‌دار بین بیماران DNMT3A-mutant و DNMT3A-wildtype.
3.  تحلیل همبستگی بینmicroRNAهای شناخته‌شده و ژن‌های HOX به‌منظور تعیین شبکه‌های تنظیمی miRNA–HOX.
4.  بررسی وضعیت متیلاسیون ناحیه پروموتر ژن‌های HOXو ارتباط آن با میزان بیان ژن در بیماران مختلف.
5.  انتخاب دو ژن از خانواده HOX با کاهش بیان معنادار برای بررسی آزمایشگاهی.
6.  ارزیابی تغییر بیان ژن‌های منتخب در نمونه‌های بالینی بیماران دارای و فاقد جهش DNMT3A با استفاده از روش Real-time PCR.
7.  بررسی متیلاسیون ناحیه پروموتر ژن‌های منتخب به‌روشMSP-PCR و مقایسه الگوی متیلاسیون میان دو گروه.
8.  تحلیل ارتباط میان سطح متیلاسیون و بیان ژن‌ها و ارزیابی نقش احتمالی آن‌ها در تنظیم مسیرهای مولکولی مرتبط باAML.

2. 3 اهداف کاربردی و علمی
· شناسایی نشانگرهای زیستی بالقوه (biomarkers) برای پیش‌آگهی بیماران AML دارای جهشDNMT3A.
· فراهم‌سازی داده‌های مولکولی پایه برای طراحی مطالعات آینده در زمینه درمان‌های اپی‌ژنتیکی یا miRNA-based therapy.
· توسعه یک مدل بیوانفورماتیکی–آزمایشگاهی برای کشف اهداف جدید در درمان لوسمی میلوئید حاد.

3) روش مختصر اجرا:
این پژوهش به‌صورت تلفیقی (بیوانفورماتیکی و آزمایشگاهی) انجام می‌شود و شامل دو بخش اصلی است:
1. بخش بیوانفورماتیکی (تحلیل‌های in silico):

ابتدا داده‌های بیان ژن، microRNA و متیلاسیون بیماران مبتلا به AML از پایگاه‌های معتبر نظیر TCGA-LAML و GEO دریافت و پردازش می‌کنیم. نمونه‌ها براساس وجود یا عدم وجود جهش DNMT3A به دو گروه تقسیم می‌شوند. سپس با استفاده از نرم‌افزارهای R (DESeq2, edgeR, limma) و ابزارهای تحلیل شبکه مانند Cytoscape، ژن‌های خانواده HOX که تغییر بیان معنادار دارند شناسایی می‌کنیم. در ادامه، microRNAهای تنظیم‌کننده این ژن‌ها با بهره‌گیری از پایگاه‌های TargetScan، miRWalk و miRTarBase پیش‌بینی و همبستگی miRNA–mRNA تحلیل می‌شود. همچنین وضعیت متیلاسیون ناحیه پروموتر ژن‌های HOX با داده‌های 450K یا EPIC array ارزیابی و ژن‌هایی که احتمالاً تحت تأثیر هایپرمتیلاسیون قرار دارند مشخص می‌شوند. در پایان، دو ژن با بیشترین کاهش بیان برای بررسی آزمایشگاهی انتخاب می‌کنیم.

2. بخش آزمایشگاهی (تأیید نتایج بیوانفورماتیکی):

ازبیماران بزرگسال مبتلا بهAML دارای جهش DNMT3A و بیماران فاقد جهش (به‌عنوان گروه کنترل) نمونه‌های مغز استخوان یا خون محیطی جمع‌آوری می‌کنیم. RNA کل استخراج و به cDNA تبدیل می‌کنیم و میزان بیان ژن‌های منتخب را با روش Real-time PCR (SYBR Green) اندازه‌گیری و بین دو گروه مقایسه می‌کنیم. همچنین DNA ژنومی از همان نمونه‌ها استخراج، با روش بیسولفیتی اصلاح و متیلاسیون پروموتر ژن‌های منتخب به‌روش MSP-PCR بررسی می‌شود. درنهایت، همبستگی بین میزان بیان، وضعیت متیلاسیون و جهش DNMT3A تحلیل و با آزمون‌های آماری مناسب (مانند t-test و Spearman correlation) ارزیابی می‌کنیم.




قسمت دوم: اطلاعات کامل پروپوزال
1) بيان مساله، اهميت موضوع و دلايل انتخاب آن ـ تعريف واژه های کلیدی):
لوسمی میلوئید حاد (AML) یکی از شایع‌ترین و پیچیده‌ترین بدخیمی‌های خونی در بزرگسالان است که با تمایز ناقص و تکثیر کنترل‌نشده سلول‌های پیش‌ساز میلوئیدی مشخص می‌شود. با وجود پیشرفت‌های درمانی در سال‌های اخیر، هنوز درصد قابل‌توجهی از بیماران به درمان مقاوم بوده یا دچار عود بیماری می‌شوند و پیش‌آگهی آن‌ها نامطلوب است. این موضوع نشان می‌دهد که شناخت دقیق‌تر مکانیسم‌های مولکولی مؤثر در ایجاد و پیشرفت AML برای بهبود درمان و پیش‌بینی پاسخ به آن ضروری است.
یکی از مهم‌ترین یافته‌های ژنتیکی درAML، جهش درژنDNMT3A (DNA methyltransferase 3 alpha) است؛ این جهش‌ها در حدود٪30-۲0 بیماران مبتلا به AML دیده می‌شوند (1). ژن DNMT3A آنزیمی است که متیلاسیون de novo سیتوزین‌ها در CpGرا واسطه می‌کند و با افزودن گروه‌های متیل به DNAو تنظیم اپی‌ژنتیکی بیان ژن‌ها را تنظیم می‌کند (2). جهش‌های DNMT3A عمدتاً در آرژنین ۸۸۲ (R882) قرار دارند و از نوع غالب منفی (dominant negative)هستند که با تغییر الگوی متیلاسیون و در نتیجه تغییر بیان مجموعه‌ای از ژن‌ها، عملکرد آنزیم DNMT3A را کاهش داده و به اختلال اپی‌ژنتیکی منجر می‌شوند (3-6). اختلال در DNMT3A باعث بروز نقایص متیلاسیونی، به‌ویژه هیپومتیلاسیون در برخی ژن‌ها می‌شود. برای مثال، مطالعاتی نشان دادند که جهش‌های DNMT3A با الگوی کاهش ‌متیلاسیون گسترده در مناطق غیر-CpG و به‌ویژه ژن‌های خانواده HOX gene family (به‌ویژه خوشه‌های HOXA و HOXB) ارتباط دارند (5, 7, 8). این اختلالات متیلاسیونی با افزایش بیان ژن‌های خانواده HOX همبستگی دارند.
خانواده HOX شامل ژن‌هایی است که به «فاکتورهای خانه باکس» شناخته می‌شوند و نقش محوری در تعیین سرنوشت سلولی، الگوی تمایز و حفظ سلول‌های اولیه دارند. در زمینه هماتولوژی، افزایش بیان برخی ژن‌های HOX با تمایز ناقص میلوئیدی، افزایش خودترمیمی سلول‌های بنیادی لکنال و پیش‌آگهی نامطلوب بیماران AML مرتبط شده است. بنابراین، بررسی دقیق این ژن‌ها در زمینه جهش DNMT3A می‌تواند بینش جدیدی در مسیرهای مولکولی AML ارائه دهد. 
در میان ژن‌های تحت‌تأثیر جهشDNMT3A، خانواده ژن‌های HOXاهمیت ویژه‌ای دارند. ژن‌های HOX در کنترل تمایز و خودنوزایی سلول‌های بنیادی خون‌ساز نقش کلیدی دارند و بیان نابجای آن‌ها با بروز و پیشرفت انواع لوسمی‌ها ازجمله AMLارتباط دارد (9). 
[bookmark: _Hlk214013541]درمقابل، تنظیم ژنی صرفاً مبتنی بر بیان  mRNAنیست؛ میکروRNAها  (miRNAs)به‌عنوان مولکول‌های تنظیم‌ کننده پس ازرونویسی، نقش مهمی درمسیرهای سرطان‌زایی ایفا می‌کنند. در AMLمبتلایان به جهش DNMT3A، مشخص شده است که سطح میکروRNAهایی مانندmiR‑10b،miR‑143  و miR‑30a متفاوت است و این میکروRNAها هدف‌هایی از خانواده HOX را دربرمی‌گیرند (10). شواهد نشان می‌دهد که جهشDNMT3A می‌تواند ازطریق تغییر متیلاسیون و مسیرهای تنظیمیmicroRNA، بربیان ژن‌های HOXتأثیر بگذارد. برای نمونه، ژن HOXA9 به‌ویژه در لوسمی‌ها مطرح‌شده و ارتباط آن با پیش‌آگهی بیماران گزارش شده است (11-13). بنابراین، ارتباط میان جهشDNMT3A← تنظیم میکروRNA← اختلال متیلاسیون← تغییربیان ژن‌های HOX، به‌عنوان یک مسیر مولکولی مهم در AMLمطرح می‌شود و موقعیتی منطقی برای بررسی عمیق‌تر فراهم می‌آورد.
با وجود این شواهد، چند شکاف مهم در دانش فعلی وجود دارد:
· هنوز بررسی سیستماتیک نشده‌است که دربیماران بزرگسال مبتلا بهAML دارای جهش DNMT3A، دقیقاً کدام اعضای خانوادهHOX دچار کاهش یا افزایش بیان می‌شوند و چگونه میکروRNA‌ها آن‌ها را تنظیم‌می‌کنند.
· ارتباط میان تغییرات متیلاسیونی، بیان ژن‌های HOX، و جهش DNMT3A به‌روشنی مشخص نشده است. اگرچه شواهدی از هیپو­متیلاسیون ژن‌های HOX در کانتکست DNMT3A گزارش شده است، اما مطالعه جامع با تأیید آزمایشگاهی محدود است (7, 8). 
· برای تبدیل یافته‌های مولکولی به کاربرد بالینی (نشانگر پیش‌آگهی، اهداف درمانی) لازم است نتایج محاسباتی با روش‌های آزمایشگاهی تأیید شوند، ولی چنین ترکیبی در زمینه خاص HOX-microRNA-DNMT3A در AML دیده نشده است.
بنابراین، این پژوهش با هدف شناسایی ژن‌های کلیدی خانواده HOX وmicroRNAهای تنظیم‌کننده آن‌ها در بیماران مبتلا به AML دارای جهش DNMT3A با استفاده از تحلیل‌های بیوانفورماتیکی و تأیید تغییر بیان و متیلاسیون ژن‌های منتخب طراحی شده است تا این شکاف‌ها را پر کند. این مطالعه از دو جهت نوآورانه است: نخست، رویکرد جامع بیوانفورماتیکی برای ادغام داده‌های بیان ژن،microRNA  و متیلاسیون، و دوم، تأیید نتایج محاسباتی از طریق روش‌های آزمایشگاهی Real-time PCR وMSP-PCR. نتایج این پژوهش می‌تواند به درک بهتر مکانیسم‌های مولکولی در AML کمک کرده و مسیرهای جدیدی را برای تشخیص زودهنگام یا راهکارهای درمانی هدفمند معرفی کند.

 تعریف واژه‌های کلیدی
· AML (Acute Myeloid Leukemia): نوعی سرطان خونی که در آن سلول‌های بنیادی میلوئیدی در مغز استخوان تکثیر غیرطبیعی پیدا کرده و از تمایز طبیعی بازمی‌مانند.
· DNMT3A: ژنی که آنزیم DNA methyltransferase 3A را کد می‌کند و در متیلاسیون DNA نقش دارد؛ جهش در آن از علل مهم اختلالات اپی‌ژنتیکی در AML است.
· HOX genes: خانواده‌ای از ژن‌های تنظیم‌کننده رونویسی که در کنترل تمایز سلول‌های بنیادی خون‌ساز نقش دارند؛ بیان نابجای آن‌ها در لوسمی‌ها شایع است.
· microRNA: مولکول‌های RNA غیرکدکننده کوتاه که با اتصال بهmRNA، موجب سرکوب یا کاهش ترجمه ژن‌ها می‌شوند و در تنظیم بیان ژن نقش اساسی دارند.
· DNA Methylation: فرایند افزودن گروه متیل به باز سیتوزین در DNA که سبب خاموشی یا کاهش بیان ژن‌ها می‌شود.
· Real-time PCR: روش حساس کمی برای سنجش سطح بیان ژن‌ها بر اساس تکثیر هم‌زمان DNA.
· MSP-PCR (Methylation-Specific PCR): روش تشخیص متیلاسیون در نواحی خاص DNA پس از تیمار DNA با سدیم بی‌سولفیت.
· Bioinformatics Analysis: مجموعه‌ای از روش‌های محاسباتی برای پردازش و تفسیر داده‌های زیستی مانند بیان ژن و الگوهای متیلاسیون.          
2) بررسي متون (خلاصه اهم تحقيقات مرتبط انجام شده درايران وجهان):

پیشینه پژوهش در ایران

نوروزی و همکاران (2025) در مطالعه‌ای سطح بیان ژن‌های HOTAIRM1، miR-196b، HOXA9، GFI1 و PIM1 را در بیماران AML در مقایسه با افراد سالم بررسی کرد. در مجموع 30 بیمار AML و 10 داوطلب سالم در این مطالعه ثبت نام کردند. سلول‌های تک‌هسته‌ای خون محیطی و مغز استخوان با استفاده از سانتریفیوژ گرادیان چگالی Ficoll-Paque جدا شدند. سطح بیان ژن‌های HOTAIRM1، miR-196b، HOXA9، GFI1 و PIM1 با استفاده از PCR Real-time ارزیابی شد. تجزیه و تحلیل‌های آماری با استفاده از آزمون‌های t-student، ANOVA یک طرفه و همبستگی پیرسون انجام شد. سطح بیان HOTAIRM1، miR-196b، HOXA9 و GFI1 در بیماران AML در مقایسه با افراد سالم به‌طور قابل‌توجهی افزایش یافته بود. علاوه براین، تجزیه و تحلیل آزمون t نشان داد که بیان HOTAIRM1، HOXA9 و GFI1 بین زیرگروه‌های AML-M3 و غیر M3 به‌طور قابل‌توجهی متفاوت است. این یافته‌ها نشان می‌دهد که نشانگرهای مورد بررسی، به‌ویژه HOTAIRM1، HOXA9 و GFI1، ممکن است به‌عنوان نشانگرهای زیستی بالینی بالقوه برای نظارت بر پیشرفت AML عمل کنند و می‌توانند اهداف ارزشمندی برای تشخیص زودهنگام یا مداخله درمانی باشند (14).

زهتابچه و همکاران (2025) در مطالعه‌ای، KMT2A و اهداف پایین‌دست آن را در بیماران مبتلا بهAML پس از allo-HSCT برای بررسی پتانسیل پیش‌آگهی آن‌ها ارزیابی کردند. RNA از نمونه‌های مغز استخوان 42 شرکت‌کننده، سطح قابل‌توجهی از KMT2A و HOXA9 را درگروه‌های AML در مقایسه با گروه کنترل نشان داد (P < 0.0001). PRDM16 به‌طور قابل‌توجهی در AML جدید افزایش یافته بود (P < 0.0001) و دقت تشخیصی بالایی را نشان داد (AUC = 0.966؛ حساسیت = 100٪؛ ویژگی = 93.3٪). همبستگی مثبت قوی بین KMT2A-PRDM16، KMT2A-HOXA9 و HOXA9-PRDM16 وجود داشت (همه P < 0.0001). بیان بالاتر PRDM16 پس از HSCT با افزایش تعداد پلاکت‌ها و دوزهای سلولی CD34+ مرتبط بود. اگرچه KMT2A، HOXA9 و PRDM16 در پاتوژنز AML نقش دارند، بیان آنها در روز 30 پس از پیوند، عود زودهنگام را پیش‌بینی نکرد. گنجاندن این ژن‌ها در مدل‌های چند پارامتری ممکن است ارزیابی پیش‌آگهی را بهبود بخشد (15).

مطالعه‌ای توسط سیف‌پور و همکاران (2025)، با هدف بررسی پروفایل بیان ژن میزبان RNA هسته‌ای کوچک lncRNA شماره ۱۴ (SNHG14) و نقش آن در پاتوژنز، ویژگی‌های بالینی و پیش‌آگهی AML غیر M3 بزرگسالان انجام شد. سطح بیان SNHG14 در نمونه‌های مغزاستخوان به‌دست‌آمده از ۵۰ بیمار بزرگسال AML غیر M3 و ۴۹ فرد سالم با استفاده از واکنش زنجیره‌ای پلیمراز رونویسی معکوس کمی ارزیابی شد. ما همچنین همبستگی بین ویژگی‌های بالینی-پاتولوژیک و سطوح بیان SNHG14 را در بیماران AML بررسی کردیم. سطح بیان SNHG14 در بافت‌های مغزاستخوان بیماران بزرگسال AML غیرM3 درمقایسه با افراد سالم به‌طور قابل‌توجهی کاهش یافت. بیمارانی که بیان SNHG14 پایینی داشتند، با بقای کلی ضعیفی همراه بودند، درحالی‌که هیچ همبستگی بین بیان پایین SNHG14 و بقای بدون عود بیماری یافت نشد. یافته‌های آن‌ها نشان می‌دهد که بیان SNHG14 می‌تواند به‌ عنوان یک نشانگر زیستی بالقوه برای پیش‌بینی بیماران بزرگسال AML غیرM3 عمل کند. علاوه براین، SNHG14 ممکن است بینش‌هایی درمورد اهداف درمانی جدید برای این زیرمجموعه از بیمارانAML ارائه‌دهد (16).

صباغی و همکاران (2024) نشان دادند که اختلال در تنظیم LncRNA در بسیاری از سرطان‌های انسانی، از جمله چندین نوع سرطان خون که هنوز هم یک بیماری کشنده با پیش‌آگهی ضعیف است، مشاهده شده است. نشان داده شده است که LncRNAها به‌عنوان سرکوب‌کننده‌های تومور یا انکوژن‌ها در سرطان خون عمل می‌کنند. این مطالعه یافته‌های تحقیقات فعلی در مورد نقش lncRNAها در پیش‌آگهی و تشخیص سرطان خون را پوشش می‌دهد. براساس نتایج اخیر، چندین lncRNA به‌عنوان نشانگرهای زیستی برای پیش‌آگهی، تشخیص و حتی پیش‌بینی نتیجه درمان سرطان خون درحال ظهور هستند و نشان داده شده است که نقش‌های حیاتی درکنترل فعالیت‌های سلول‌های سرطان خون، مانند تکثیر، مرگ سلولی، متاستاز و مقاومت دارویی دارند. در نتیجه، پروفایل‌های lncRNA ممکن است پتانسیل پیش‌بینی و تشخیصی برتر درسرطان خون داشته باشند. بر این اساس، این بررسی بر اهمیت lncRNAها در پیشرفت سرطان خون بر اساس موقعیت کروموزومی آنها تمرکز دارد (17).

افگار و همکاران (2024) در مطالعه‌ای تأثیر miRNAهای پیش‌بینی‌شده بر DNA متیل‌ترانسفرازها (DNMTs) و ژن PODXL در سلول‌های Nalm6 را بررسی کردند و اهمیت این miRNAها را در لوسمی لنفوسیتی حاد (ALL) آشکار ساختند. یک رویکرد جامع اتخاذ شد که تجزیه و تحلیل‌های بیوانفورماتیکی شامل پیش‌بینی ساختار پروتئین، داکینگ مولکولی، دینامیک و پروفایل ADMET را همراه با ارزیابی الگوهای بیان ژن و miRNA ادغام می‌کرد. این روش برای روشن کردن پتانسیل درمانی ترکیبات کاتچین در تعدیل فعالیت DNA متیل‌ترانسفرازها (DNMTs) و ژن PODXL به‌کار گرفته‌شد. یافته‌های این تحقیق نشان ‌داد که کاتچین‌ها توانایی مهار آنزیم‌های DNMT را دارند. این اثر مهاری با افزایش بیان microRNAهای miR-200c و miR-548 و کاهش همزمان بیان ژن PODXL مرتبط است. این تعاملات مولکولی منجر به یک پاسخ آپوپتوزی تقویت‌شده در سلول‌هایALL (Nalm6) می‌شود. این مطالعه فرض می‌کند که کاتچین‌ها ممکن است یک مسیر درمانی مناسب برای القای آپوپتوز در سلول‌های ALL باشند. این امر ازطریق تعدیل مکانیسم‌های اپی‌ژنتیک و تغییرات در پروفایل‌های بیان ژن حاصل می‌شود و پتانسیل کاتچین‌ها را به‌عنوان عواملی برای درمان سرطان برجسته می‌کند (18).

در تحقیقی دیگر توسط افگار و همکاران (2024)، به بررسی تأثیر میکروRNAهای پیش‌بینی‌شده بر متیل ترانسفرازهای DNA (DNMTs) و ژن PODXL در رده سلولی NB4 ‌پرداختند و هدف آن روشن کردن نقش آنها در پاتوژنز AML است. یک چارچوب روش‌شناختی جامع برای بررسی پیامدهای درمانی 6-جینجرول بر DNMTها اتخاذ شد. این چارچوب شامل مجموعه‌ای از ابزارهای بیوانفورماتیک برای پیش‌بینی ساختار پروتئین، داکینگ، دینامیک مولکولی و پروفایل ADMET، در کنار ارزیابی‌های تجربی از سطوح بیان miRNA و PODXL بود. چنین استراتژی چندوجهی، درک عمیقی از اثربخشی بالقوه 6-جینجرول در تعدیل DNMT را تسهیل کرد. یافته‌ها نشان‌دهنده یک تعامل ظریف است که در آن تجویز 6-جینجرول سطح بیان miRNA را تعدیل کرده و بیان DNMT1 و DNMT3A را در سلول‌های NB4 کاهش می‌دهد. این تغییر به طور غیرمستقیم بر بیان PODXL تأثیر گذاشته و به بروز فنوتیپ‌های سرطان‌زا کمک می‌کند. بیان بیش از حد DNMT1 و DNMT3A در سلول‌های NB4 ممکن است در AML نقش داشته باشد، که به نظر می‌رسد از طریق میکروRNAهایی مانند miR-193a و miR-200c قابل تعدیل است. پس از درمان با 6-جینجرول، تغییرات بیان DNMT1 و DNMT3A مشاهده شد که در نهایت منجر به افزایش بیان miR-193a و miR-200c شد. این اثر آبشاری منجر به اختلال در تنظیم ژن‌های سرکوب‌کننده تومور در سلول‌های سرطانی، از جمله کاهش بیان PODXL، و ظهور صفات سرطانی شد. این بینش‌ها، نویدبخش درمان 6-جینجرول در هدف قرار دادن DNMTها و میکروRNAها در زمینه AML است (19). 

طباطبائی و همکاران (2024) نشان دادند که تغییرات اپی‌ژنتیکی در بسیاری از بدخیمی‌های خونی، ازجمله AML مشاهده شده است. بسیاری از این تغییرات ناشی از جهش در آنزیم‌های DNA متیل ترانسفراز (DNMT) هستند که آن‌ها را در متیله کردن ژن‌های هدف به روش صحیح ناتوان می‌کند. در این مطالعه مورد-شاهدی، ارتباط بین جهش R882H در ژن DNMT3A و متیلاسیون ژن DDX43 در بیماران مبتلا به AML بررسی شد. 47 بیمار AML و 6 فرد کنترل در این مطالعه گنجانده شدند. پس از استخراج DNA، از سیستم جهش مقاوم به تکثیر (ARMS)-PCR برای ارزیابی جهش‌های R882H در ژن DNMT3A استفاده شد. از روش ذوب با وضوح بالا (HRM) برای تعیین تغییرات متیلاسیون پروموتر ژن DDX43 استفاده شد. جهش R882H فقط در 6/10٪ (5 نفر از 47 نفر) از بیماران AML یافت شد. فراوانی متیلاسیون ژن DDX43 در بیماران بدون جهش R882H در مقایسه با بیماران دارای جهش R882H به‌طور قابل‌توجهی بالاتر بود (P < 0.05). جهش DNMT3A R882H معمولاً در اقلیتی از بیماران AML وجود دارد. با این وجود، این جهش با کاهش فراوانی متیلاسیون در ناحیه پروموتر DDX43 همراه است (20).

مطالعه‌ای توسط وحیدی مهرجردی و همکاران (2019) با هدف ارزیابی تأثیر جهش حذف 7bp ژن HOXB1 بر بیان ژن HOXB1 در 36 فرد انجام شد. مطالعه مقطعی حاضر بر روی یک خانواده بزرگ ایرانی انجام شد. در این مطالعه تجربی، 5 فرد هموزیگوت دارای حذف 7bp به همراه خواهر و برادرهای سالم و والدین آنها مورد بررسی قرار گرفتند. ژن کاندید، HOXB1، در نمونه‌های خون این شرکت‌کنندگان غربالگری و تجزیه و تحلیل شد. پس از استخراج RNA، cDNA طبق پروتکل سازنده سنتز شد. سطح بیان HOXB1 با روش 2ΔΔCT تجزیه و تحلیل شد. تمام مراحل آزمایشگاهی مورد استفاده در این مطالعه تجربی در آزمایشگاه ژنتیک دانشگاه علوم پزشکی شهید صدوقی یزد انجام شد. آنالیز توالی ژن HOXB1 توسط آنالیزور ژنتیکیABI Prism 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) خانواده‌ای با 5 فرد هموزیگوت (22±17سال) و 22 فرد سالم هتروزیگوت (42±19سال) برای حذف 7 جفت باز در ژن HOXB1 به‌همراه 9 فرد سالم نوع وحشی (55±41سال) را نشان داد. آنالیز بیان ژن با RT-qPCR نشان داد که سطح بیان ژن HOXB1 در نمونه‌های حامل نوع وحشی و هتروزیگوت سطوح مشابهی داشت (p=0.05). اگرچه جهش‌های HOXB1 در AML گزارش شده است، اما ارتباطی بین جهش HOXB1 و AML در مطالعه ما یافت نشد. علاوه بر این، سطح بیان HOXB1 هیچ تفاوت معنی‌داری بین حامل‌های نوع وحشی و هتروزیگوت نشان نداد. بنابراین، بیان ژن HOXB1 نمی‌تواند ابزار قدرتمندی برای تمایز حامل‌های نوع وحشی از هتروزیگوت فراهم کند (21).

باقری و همکاران (2019) در یک پژوهش مروری نشان دادند که تغییرات اپی‌ژنتیکی نقش اساسی در پاتوژنز سرطان دارند. با توالی‌یابی نسل بعدی مشخص شده است که بیش از 50٪ از سرطان‌های انسانی، جهش‌هایی را در مکانیسم‌های دخیل در سازماندهی کروماتین و تنظیمات اپی‌ژنتیکی دارند. متیلاسیون DNA ازجمله رایج‌ترین تغییرات اپی‌ژنتیکی در لوسمی است. برخلاف جهش‌های DNA که به‌صورت غیرفعال از تکثیر DNA به ارث می‌رسند، اپی‌موتاسیون‌ها، به‌عنوان مثال، هایپرمتیلاسیون و خاموشی اپی‌ژنتیکی ژن‌های سرکوبگر تومور، به دلیل برگشت‌پذیر بودن باید به‌طور فعال حفظ شوند. درواقع، برگشت‌پذیری اپی‌موتاسیون‌ها توسط مهارکننده‌های مولکول کوچک، زمینه استفاده از چنین مهارکننده‌هایی را در استراتژی‌های جدید درمان سرطان فراهم می‌کند. با این‌حال، مکانیسم متیلاسیون DNA و نقش آن در لوسمی به‌طور کامل درک نشده است. نگرانی‌های جدی در مورد استفاده از این داروها وجود دارد. در این مطالعه، مکانیسم‌های متیلاسیون DNA و ژن‌هایی که در لوسمی متیله می‌شوند را بررسی خواهیم کرد. علاوه براین، یافته‌های جالب جدیدی از تغییرات اپی‌ژنتیکی ناشی از لوسمی/لنفوم سلول T بزرگسالان به‌طور کامل مورد بحث قرار گرفته است (22). 

ایروانی سعدی و همکاران (2018)، در مطالعه‌ای شیوع جهش‌های ژن DNMT3A و IDH1/2 و ویژگی‌های بالینی آنها در بیماران ایرانی مبتلا به لوسمی میلوئید حاد (CN-AML) با سیتوژنتیک طبیعی بررسی کردند. 39 بیمار CN-AML مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند و نشان دادند که جهش‌ها در 8/12٪ موارد برای DNMT3A و IDH1 و 2/13٪ برای IDH2 رخ داده‌اند که شایع‌ترین جهش‌ها به‌ترتیب R882C، R132C و R140Q هستند. نکته قابل توجه این است که این جهش‌ها تأثیر قابل‌توجهی بر پارامترهای خون‌شناسی نداشته و براساس سن و جنسیت متفاوت نیستند. همبستگی مثبتی بین وقوع همزمان جهش‌های DNMT3A و IDH2 و جهش‌های FLT3-ITD و NPM1 مشاهده شد. مطالعات آینده با حجم نمونه بزرگتر و پیگیری طولانی‌تر می‌تواند اهمیت پیش‌آگهی این جهش‌ها را در مدیریت CN-AML روشن کند (23).

صیاد و همکاران (2017) در مطالعه‌ای، شواهد جمع‌آوری‌شده نشان می‌دهد که lncRNAها ممکن است به‌عنوان نشانگرهای زیستی جدید برای پیش‌بینی پیش‌آگهی سرطان‌های مختلف انسانی پتانسیل داشته باشند.lncRNA HOTAIR، که از جایگاه HOX انسانی رونویسی می‌شود، برای تنظیم بیان ژن‌های هدف مهم پیشنهاد شده است و افزایش بیان آن در بدخیمی‌ها مشاهده شده است. نقش RNA آنتی‌سنس رونوشت HOX در لوسمی میلوئیدی حاد (AML) در مطالعه مورد-شاهدی حاضر بررسی شد. بیان HOTAIR درنمونه‌های خون 25 بیمار AML جدید و 50 فرد سالم با استفاده از PCR رونویسی معکوس کمی در زمان واقعی (qRT-PCR) ارزیابی شد. نتایج ما هیچ تفاوت معنی‌داری در سطح بیان lncRNA HOTAIR بین بیماران AML و افراد سالم نشان نداد. داده‌های به‌دست‌آمده نشان می‌دهد که HOTAIR یک نشانگر زیستی آموزنده و قابل اعتماد برای تشخیص AML نیست، اگرچه این نتایج باید در مطالعات بیشتر تأیید شود (24).

قاسمی و همکاران (2015) وضعیت متیلاسیون ژن‌های SOX17 و RUNX3 را در بیماران مبتلا به لوسمی حاد بررسی کردند. در این مطالعه مورد-شاهدی، نمونه‌های خون محیطی از 100 بیمار AML و 100 بیمار ALL و 100 فرد سالم جمع‌آوری شد. DNA جدا شده با بی‌سولفیت سدیم تیمار شد و وضعیت متیلاسیون با استفاده از PCR اختصاصی متیلاسیون (MS-PCR) با پرایمرهای اختصاصی برای توالی‌های متیله‌شده و غیرمتیله‌شده ژن‌های SOX17 و RUNX3 بررسی شد. فراوانی هایپرمتیلاسیون ژن‌های SOX17 و RUNX3 در بیماران مبتلا به AML به‌ترتیب 36٪ و 28٪ و در بیماران مبتلا به لوسمی لنفوبلاستی حاد (ALL) به‌ترتیب 21٪ و 22٪ بود. متیلاسیون نابجای این ژن‌ها در تمام طبقه‌بندی‌های FAB مربوط به AML و ALL مشاهده شد. هایپرمتیلاسیون ژن‌های SOX17 (P=0.055) و RUNX3 (P=0.003) به‌ترتیب با زیرگروه‌های FAB-M0 و M1 از AML مرتبط بودند. همچنین، متیلاسیون نابجای ژن RUNX3 با زیرگروه FAB-L1 از ALL مرتبط بود (0.053=P). هیچ ارتباط معنی‌داری بین هایپرمتیلاسیون ژن‌های SOX17 و RUNX3 و پارامترهای بالینی بیماران مبتلا به لوسمی ازجمله جنس، سن، تعداد گلبول‌های سفید و تعداد پلاکت‌ها وجود نداشت. هایپرمتیلاسیون ژن‌های SOX17 و RUNX3 در بیماران مبتلا به لوسمی حاد مشاهده شد. علاوه بر این، هیچ ارتباط معنی‌داری بین هایپرمتیلاسیون SOX17 و RUNX3 و القای بهبودی مشاهده نشد (25). 

پیشینه پژوهش در خارج از ایران

Xie و همکاران (2025) نشان دادند که ژن‌های HOX به‌ویژه خوشه HOXA نقش مهمی در توسعه لوسمی حاد میلوئید (AML) ایفا می‌کنند. مطالعات قبلی تغییرات ژنتیکی مانند تنظیم مجدد KMT2A و جهش‌های FLT3-ITD را شناسایی کرده‌اند که منجر به بیان بیش از حد HOXA در AML می‌شود. تحقیقات متمرکز بر تنظیم اپی‌ژنتیکی با واسطه متیلاسیون DNA ژن‌های خوشه HOXA در AML وجود ندارد. این مطالعه ارزش پیش‌آگهی متیلاسیون HOXA9 را برجسته می‌کند و ارتباط آن با ناهنجاری‌های ژنتیکی مختلف و زیرانواع AML را نشان می‌دهد. یافته‌ها نشان می‌دهد که وضعیت متیلاسیون HOXA9 ممکن است تصمیمات درمانی را هدایت کند و نشان دهنده یک حوزه بالقوه توافق در مورد نقش آن در پیش‌آگهی و انتخاب درمانی در AML است (11).

Lee و همکاران (2025) در تحقیقات خود نتیجه ‌گرفتند که جهش‌های بی‌ثبات کننده DNMT3A در AML منجر به افزایش ناهمگونی متیلاسیون DNA درون تومور، به‌ویژه در حوزه‌های کروماتین دو ظرفیتی می‌شود. آنها پیشنهاد می‌کنند که این ناهمگونی اپی‌ژنتیکی با تغییر رونویسی عواملی که بر طاقچه سلول بنیادی تأثیر می‌گذارند همراه است. مطالعه نشان می‌دهد که بقای سلول‌های AML ممکن است به متیلاسیون تصادفی DNA در دامنه‌های دو ظرفیتی بستگی داشته باشد. نویسندگان تأکید می‌کنند که متیلوم‌های AMLهای DNMT3AINS به‌طور قابل‌توجهی با AMLهای DNMT3AR882 متفاوت هستند و بر پیامدهای بالینی این یافته‌ها تأکید می‌کنند. به‌طورکلی، این تحقیق یک مدل مکانیکی جدید ارائه می‌دهد که منشأ ژنومی ناهمگونی اپی‌ژنومیک ناهنجاری را به آسیب شناسی AML مرتبط می‌کند (26).

در مطالعه Choudhury و Kaushal (2024)، 1934 ژن را شناسایی کرد که تنظیم بالا بودند و 2396 ژن که در رده سلولی MEGAL در مقایسه با سلول‌های بنیادی خون‌ساز (HSPC) و مگاکاریوسیت‌های طبیعی (MK) تنظیم شده بودند. همبستگی بالایی (r=0/92، p< 0.01) در جهت تغییرات بیان بین MEGAL و HSPC و MK وجود داشت. رده سلولی MEGAL در مقایسه با HSPC/MK تمایل به هایپرمتیلاسیون در بین پروموترها (6/0±93)، اجسام (8/0±93) و بین ژنی (3/0± 85 درصد) نشان داد. اکثریت ژن‌های بیان شده با اختلاف (3/75 درصد) متعلق به خوشه هایپر-Down (n=2563 در برابر HPSC؛ n=1907 در برابر MK) یا هایپر-Up (n=965 درمقابل HPSC؛ n=923 درمقابلMK) بودند. ژن‌های بیان‌ شده متفاوتی برای مسیرهایی از جمله سیگنالینگ هایپومتیلاسیون، سیگنالینگ کلسیم، چسبندگی کانونی و مسیرهای PI3-AKT غنی شدند. آن‌ها پیشنهاد می‌کنند که این آسیب‌پذیری‌های اپی‌ژنتیکی جدید نیازمند بررسی بیشتر برای درک عملکرد سلولی و پاتوفیزیولوژی AML مرتبط با همجوشی S/N است (27).

Dhillon و همکاران (2024) نشان دادند که خانواده ژن HOX نقش مهمی در خون‌سازی طبیعی دارد و بیان ناهنجاری آنها با AML مرتبط است. تحقیقات قبلی تنظیم ژن‌های HOX در زیرمجموعه‌های خاص AML را مشخص کرده است، اما پروفایل‌های بالینی و مولکولی مربوط به سطوح مختلف بیان HOX و MEIS هنوز مورد بررسی قرار نگرفته است. توافق وجود دارد که تعامل بین پروتئین‌های HOX و کوفاکتورها، به‌ویژه خانواده MEIS، در درک آسیب شناسی AML قابل‌توجه است. مطالعات قبلی نشانه‌های جهش خاصی و ارتباط آنها با سطوح بیان HOX و MEIS را شناسایی کرده‌اند که نشان‌دهنده آسیب‌پذیری‌های درمانی بالقوه است. این مقاله نیاز به بررسی بیشتر در مورد علائم بیان ژن را که می‌تواند اهداف پیش بالینی جدید برای مداخله درمانی در AML را نشان دهد، برجسته می‌کند (28).

Nanja Reddy و همکاران (2023) در پژوهشی، جهش‌های DNMT3A در 18% از گروه نئوپلاسم‌های میلوئید یافتند که 41% دارای جهش‌های R882 واحد و 48% دارای جهش غیرR882 منفرد بودند. جهش‌های دوگانه غیرR882 در 8٪ موارد جهش یافته DNMT3A وجود داشت و در بیماران مسن‌تر (سن متوسط 68 سال) شایع‌تر بود. بیماران مبتلا به جهش دوگانه غیرR882، میانگین بقای کلی(OS)  13 ماه در مقایسه با 17 ماه برای بیماران مبتلا به جهش R882 تک داشتند. جهش‌های دوگانه غیرR882 با شیوع بالاتر کاریوتیپ غیرطبیعی و کاهش تعداد گلبول‌های سفید خون و درصد بلاست مغز استخوان در مقایسه با جهش‌های تک R882 همراه بود. جهش همزمان با IDH2، BCOR و ASXL1 در بیماران دوگانه غیرR882 شایع‌تر بود، در‌حالی‌که جهش‌های FLT3 و NPM1 در موارد R882 تک شایع‌تر بود (29).

مطالعهReddy Palam (2023) شیوع ازدست دادن جهش عملکرد DNMT3A در بیماران مبتلا به AML با سایتوژنتیک طبیعی را مورد بحث قرار دادند و ارتباط آن با پیش‌آگهی ضعیف را برجسته می‌کنند. جهش‌های DNMT3A را به‌عنوان یک رویداد اولیه پیش از لوسمی شناسایی می‌کند که درصورت ترکیب با سایر ضایعات ژنتیکی می‌تواند منجر به لوسمی کامل شود. تحقیق نشان می‌دهد که از بین رفتن Dnmt3a در سلول‌های بنیادی خونساز/پروژنیتورهای خونساز (HSC/PS) منجر به تکثیر میلوپرولاسیون می‌شود که با هایپرفعال شدن مسیر PI3kinase مرتبط است. مطالعه نشان می‌دهد که درمان با مهارکننده‌های PI3Kα/β یا PI3Kα/δ می‌تواند تا حدودی میلوپرولفراسیون را با اثربخشی متفاوت بین دو مهارکننده اصلاح کند. یافته‌ها نشان دهنده یک هدف درمانی جدید بالقوه برای درمان بدخیمی‌های میلوئید ناشی ازجهش‌های DNMT3A است که نتایج بهبود یافته در مدل PDX انسانی نشان می‌دهد (30).
Gamlen و همکاران (2022) در پژوهشی نتیجه می‌گیرند که جهش‌های DNMT3A با پیش‌آگهی ضعیف در AML به‌دلیل تأثیر آن‌ها بر مکانیسم‌های مولکولی که به‌طورکامل درک نشده‌اند مرتبط هستند. آنها miR-196b را به‌عنوان یک miRNA هیپومتیل شده و بیش از حد بیان شده در AML جهش یافته DNMT3a شناسایی می‌کنند که با نتایج ضعیف بیمار مرتبط است و به حفظ حالت نابالغ در سلول‌های لوسمی کمک می‌کند. این مطالعه نشان می‌دهد که بیان بیش از حد miR-196b سیگنالاسیون TLR را سرکوب می‌کند، که برای بقای سلول‌های لوسمی درAML جهش‌ یافته DNMT3a بسیار مهم است. نویسندگان دریافتند که درمان‌های هدایت شده TLR7/8، به‌ویژه رزیکیمود آگونیست، می‌توانند تمایز درسلول‌هایAML جهش‌یافته DNMT3A را القا کنند و بقا را درمدل‌های حیوانی بهبود بخشند. آنها پیشنهاد می‌کنند که بیان بیش از حد miR-196b یک آسیب‌پذیری درمانی ایجاد می‌کند که نشان دهنده پتانسیل درمان هدفمند در AML جهش‌یافته DNMT3a از طریق مدولاسیون سیگنال TLR7/8 است (31). 

Ueda و همکاران (2021) جهش‌های مکرر در ژن‌های کدکننده اصلاح کننده‌های اپی‌ژنتیک در لوسمی حاد میلوژنی (AML) را شناسایی کرده است. پیشنهاد می‌کند که این جهش‌ها ممکن است از طریق فعال‌سازی آنکوژنها و سرکوب سرکوب‌کننده‌های تومور باعث ایجاد AML شوند. مکانیسم‌های آنکوژنیک غیرمنتظره در AML را نشان می‌دهد که با جهش در تنظیم‌کننده‌های اپی‌ژنتیک DNMT3A و ASXL1 مرتبط است. تحقیقات نشان می‌دهد که این جهش‌ها آسیب‌پذیری‌های درمانی را در AML ایجاد می‌کنند. جزئیات مشخصی در مورد جهت و بزرگی این اثرات در این پژوهش ارائه نشده است (32).

در مطالعه Scheller و همکاران (2021) به بررسی شیوع جهش‌های جسمی در DNMT3A، به ویژه جهش هات اسپات در آرژینین 882، در خونسازی کلونی و لوسمی حاد میلوئیدی پرداخته شده است. حساسیت خاص سلول‌های بیان کننده Dnmt3AR882H به عامل هیپومتیلاسیون آزاسیتیدین را برجسته می‌کند و نشان دهنده یک نشانگر پیش‌بینی کننده بالقوه برای پاسخ به‌درمان است. تحقیقات نشان می‌دهد که جهش‌های DNMT3AR882H به‌دلیل هیپومتیلاسیون کانونیDNA در توالی‌های رتروترانسپوزون منجر به پاسخ تقلید ویروسی می‌شود که با درمان آزاسیتیدین افزایش می‌یابد. توافقی وجود دارد که درمان با آزاسیتیدین می‌تواند بقای بیماران AML با جهش DNMT3AR882 را طولانی کند و بر اهمیت این جهش‌ها در استراتژی‌های درمانی تأکید می‌کند. این مطالعه به درک چگونگی تأثیر جهش‌های DNMT3A بر پاسخ‌های سلولی به درمان کمک می‌کند و تغییرات اپی‌ژنتیکی را به رفتار سلول‌های سرطانی و نتایج درمان مرتبط می‌کند (33).

[bookmark: _Hlk214019725]Bera و همکاران (2020) در مطالعه‌ای نتیجه می‌گیرند که جهش‌های DNMT3A یک مزیت تکثیر و افزایش فعالیت خود تجدید در سلول‌های لوسمی مثبت KMT2a-PTD را افزایش می‌دهند. مشاهده شده است که بروز همزمان جهش‌های DNMT3A با KMT2A-PTD با پیامدهای پایینی درAML همراه است. تحقیقات نشان می‌دهد که جهش‌های DNMT3A تکثیر سلولی و کلونوژنی سلولی را در سلول‌های KMT2a-PTD-مثبت EOL-1 افزایش می‌دهند. تجزیه و تحلیل بیان ژن نشان دهنده علامت سلول‌های بنیادی و اختلال در بیان ژن HOXB در AML با جهش‌های KMT2A-PTD/DNMT3A است. یافته‌ها نشان می‌دهد که درک نقش جهش‌های DNMT3A در KMT2A-PTD می‌تواند به توسعه استراتژی‌های درمانی بهتر برای بیماران AML مبتلا به این جهش‌ها کمک کند (34).

در مطالعه Chen و همکاران (2020) اهمیت جهش‌های DNMT3A به‌عنوان یکی از شایع‌ترین تغییرات ژنتیکی در AML که با پیش‌آگهی ضعیف همراه است، مورد بحث قرار می‌گیرد. نقش متیلاسیون DNA به‌عنوان یک اصلاح مهم اپی ژنتیکی در رشد پستانداران و پیامدهای آن در سرطان‌های مختلف، به‌ویژه در بدخیمی‌های خونی را برجسته می‌کند. این مطالعه درمجموع 283 ژن بیان شده متفاوت (DEG) مرتبط با جهش‌های DNMT3A را شناسایی کرده است و مسیرهای خاصی مانند سرطان، سیگنالینگ PI3K-Akt و تنظیم اشتباه رونویسی مورد تأکید قرارگرفته است. این تحقیق نشان دهنده ارتباط بین جهش‌های DNMT3A و پارامترهای پاتولوژیک بالینی ازجمله سن و درصد بلاست در خون محیطی است که نشان دهنده ارتباط پیچیده با پیشرفت بیماری است. شناسایی هفت ژن هاب با ارزش پیش‌آگهی قابل توجه نشان می‌دهد که این ژن‌ها به‌عنوان اهداف جدید برای تشخیص زودهنگام و راهبردهای درمان در AML با جهش‌های DNMT3A تأکید می‌کند (35).

در مطالعه‌ای، Lauber و همکاران (2020) دو زیرگروه مجزا از بیماران مبتلا به AML جهش یافته Dnmt3a شناسایی کردند که تفاوت معناداری در نتایج بقا نشان می‌دهند. این نشان می‌دهد که جهش در FLT3 و/یا NPM1 ممکن است به تفاوت‌های بقای مشاهده شده در بین بیماران جهش یافته DNMT3A کمک کند. این تحقیق تنظیم بالا بودن ژن‌های مرتبط با مسیرهای تکثیر p53، VEGF و DNA در بیماران کوتاه مدت را برجسته می‌کند، درحالی‌که ژن‌ها درمسیر PI3K-Akt پایین تنظیم می‌شوند. آن‌ها دریافتند که میکروRNAهای خاص به‌طور متفاوتی بین دو زیرگروه بیان می‌شوند که نشان دهنده نقش بالقوه آن‌ها در پیش‌آگهی است. این مطالعه نشان می‌دهد که نشانه‌های مولکولی شناسایی شده می‌تواند طبقه‌بندی بیمار را افزایش دهد و سیستم امتیاز پیش آگهی لوسمیانت اروپا را برای بیماران مبتلا به AML جهش یافته DNMT3a بهبود بخشد (36).

Duan و همکاران (2020) در بررسی کاهش بیان lncRNA NEAT1 که توسط miR-194-5p/DNMT3A تنظیم می‌شود، در AML، نتیجه ‌گرفتند که بیان هر دو NEAT1 و miR-194-5p در لوسمی میلوئید حاد (AML) پایین است. بیان بیش از حد NEAT1 یا miR-194-5p منجر به سرکوب تکثیر سلولی، القای آپوپتوز و مهار مهاجرت و تهاجم در سلول‌های AML می‌شود. ارتباط منفی بین NEAT1 و DNMT3A در AML شناسایی شده است که نشان می‌دهد DNMT3A ممکن است در تنظیم NEAT1 نقش داشته باشد. حذف DNMT3A به‌طور قابل‌توجهی متیلاسیون NEAT1 را کاهش می‌دهد، که نشان‌دهنده یک مکانیسم بالقوه تنظیم است. این مطالعه نشان می‌دهد که تنظیم پایین NEAT1 با واسطه محور miR-194-5p/DNMT3a باعث پیشرفت AML می‌شود و اهداف درمانی بالقوه برای درمان را برجسته می‌کند (37).

[bookmark: _Hlk214056125]Ketkar و همکاران (2020) در مطالعه‌ای شیوع جهش در ژن DNMT3A به‌عنوان یکی از علل اصلی خون‌سازی کلونی مرتبط با سن (ARCH) و نقش آن‌ها در شروع AML را مورد بحث قرار دادند. اثر غالب منفی شایع‌ترین جهش DNMT3A (R882H) را برجسته می‌کند که به‌طور قابل‌توجهی فعالیت متیل‌ترانسفراز را کاهش می‌دهد و منجر به فنوتیپ هیپومتیلاسیون در سلول‌های خون‌ساز می‌شود. این تحقیق به بررسی برگشت‌پذیری فنوتیپ هایپومتیلاسیون در سلول‌های خون‌ساز DNMT3a−/− ازطریق بازسازی بیان DNMT3A می‌پردازد و یک فرآیند ریمتیلاسیون پویا و منظم را نشان می‌دهد. یافته‌ها نشان می‌دهد که ریمتیلاسیون جزئی می‌تواند اختلال در تنظیم بیان ژن را اصلاح کند و انحراف میلوئید را کاهش دهد و پیامدهای درمانی بالقوه برای بیماران مبتلا به بیماری‌های مرتبط با DNMT3A را نشان می‌دهد. این مطالعه بر اهمیت درک تغییرات اپی‌ژنتیکی مرتبط با جهش‌های DNMT3A و ارتباط آن‌ها در توسعه بدخیمی میلوئید تأکید دارد (38).

در مطالعه Bi و همکاران (2018) AML با عدم تمایز و تکثیر غیرقابل کنترل ناشی از جهش‌های ژنتیکی و اختلال تنظیم اپی‌ژنتیکی مشخص می‌شود. درمان‌های فعلی، ازجمله شیمی درمانی فشرده و پیوند سلول‌های بنیادی، ناکافی باقی مانده است و میزان مرگ و میر در بیماران جوان و مسن به‌دلیل مقاومت، عود یا مرگ و میر ناشی از درمان بالا است. عوامل ژنتیکی مانند انتقال کروموزوم و جهش‌ها به پاتوژنزAML کمک می‌کنند، اما یافته‌های اخیر نقش اختلال تنظیم اپی‌ژنتیک وRNA‌های غیرکدکننده، به‌ویژه miRNA را برجسته می‌کند. اختلال درتنظیم miRNA در لوسمی دخیل است، برخی از miRNA‌ها به‌عنوان سرکوب کننده تومور عمل می‌کنند، در‌حالی‌که برخی دیگر ممکن است باعث ایجاد لوکوژنز شوند. این مطالعه بر اهمیت درک مکانیسم‌های تنظیم کننده مربوط به miRNA‌ها، مانند miR-375، در زمینه AML برای شناسایی اهداف درمانی بالقوه تأکید دارد (39).

Božić و همکاران (2018) به بررسی نقش اساسی DNMT3A در تمایز خون‌ساز و تأثیر آن بر بیان ژن و الگوهای متیلاسیون DNA پرداخته‌اند. اهمیت اسپلایسینگ جایگزین DNMT3A را برجسته می‌کند که منجر به نتایج اپی‌ژنتیکی و عملکردی متمایز در سلول‌های بنیادی و پروژنیتور خون‌ساز می‌شود. این مطالعه رونوشت‌های خاص DNMT3A، به‌ویژه TRANSCRIPT 2 (DNMT3A2) و TRANSCRIPT 4 و اثرات متضاد آن‌ها بر تکثیر سلولی و تشکیل دودمان را شناسایی کرد. بین بیان DNMT3A2 و متیلاسیون DNA مرتبط با آن و نشانه‌های بیان ژن در لوسمی حاد میلوئیدی ارتباط وجود دارد که نشان دهنده ارتباط آن در بدخیمی است. یافته‌ها نشان می‌دهد که انواع DNMT3A اثرات منحصر به‌فردی بر خون‌سازی دارند و ممکن است بربقای کلی در زمینه‌های سرطانی تأثیر بگذارند و منعکس کننده توافق در مورد اهمیت این انواع در خون‌سازی طبیعی و بدخیم است (40).

مطالعه Ferreira و همکاران (2016) به بررسی شیوع جهش‌های سوماتیک در ژنDNMT3A درحدود20٪ از بیماران مبتلا به AML پرداخته و ارتباط آن با پیش‌آگهی نامطلوب را برجسته می‌کند. بر عدم وجود ژن‌های واضح پایین دستی مرتبط با جهش‌های DNMT3A تأکید دارد که درک نقش آن را در تاریخ طبیعیAML پیچیده می‌کند. این تحقیقMEIS1 را به‌عنوان یک ژن کلیدی شناسایی می‌کند که تحت هیپومتیلاسیون پروموتر و فعال‌سازی مجدد رونویسی دربیماران جهش‌یافته DNMT3A قرارمی‌گیرد و مسیر جدیدی را برای لوکوموژنز مستقل از ادغام لوسمی دودمان مخلوط پیشنهادمی‌کند. این مطالعه نشان می‌دهد که جهش‌های DNMT3A درموارد AML بدون ناهنجاری‌های سایتوژنتیک غنی می‌شوند که نشان ‌دهنده یک محرک مولکولی بالقوه برای این زیرمجموعهAML است. یافته‌ها حاکی از آن است که هیپومتیلاسیون پروموتورهای ژنی خاص، ازجمله MEIS1، با بقای کلی ضعیف در بیمارانAML حامل جهش DNMT3A مرتبط است (7).
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4) اهداف  و فرضيات پژوهش (OBJECTIVE & HYPOTHESIS)
4: 1. هدف كلي طرح (General objective):

شناسایی و تبیین ژن‌های کلیدی خانواده HOX و microRNAهای تنظیم‌کننده آن‌ها در بیماران مبتلا به لوسمی میلوئید حاد بزرگسالان دارای جهش DNMT3A از طریق تحلیل‌های جامع بیوانفورماتیکی، و ارزیابی تغییر بیان و الگوهای متیلاسیون ژن‌های منتخب به‌منظور درک بهتر مکانیسم‌های مولکولی بیماری و معرفی نشانگرهای زیستی بالقوه برای تشخیص و هدف‌درمانی.

4:2. اهداف جزئي طرح (Specific objectives):

1. استخراج و تحلیل داده‌های بیان ژن (mRNA) مربوط به خانواده HOX در بیماران دارای جهش DNMT3A  و مقایسه آن‌ها با گروه فاقد جهش جهت شناسایی ژن‌های دارای تغییر بیان معنی‌دار.
2. تحلیل الگوهای متیلاسیون DNA در ژن‌های خانواده HOX در گروه‌های DNMT3A-mut و DNMT3A-wt  با استفاده از داده‌های موجود و تعیین ژن‌های دارای متیلاسیون غیرطبیعی.
3. شناسایی microRNAهای هدف‌گیرنده ژن‌های HOX منتخب از طریق ادغام داده‌های miRNA–mRNA  و تحلیل شبکه‌های تنظیمی به‌منظور تعیین microRNAهای مؤثر در تنظیم بیان ژن‌های HOX در بیماران DNMT3A-mut.
4. انتخاب دو ژن کلیدی HOX (بر اساس هم‌زمانی کاهش بیان و تغییر متیلاسیون) به‌عنوان نشانگرهای زیستی بالقوه برای انجام آزمایش‌های تأییدی.
5. ارزیابی آزمایشگاهی میزان تغییر بیان ژن‌های منتخب در نمونه‌های بیماران AML دارای جهش DNMT3A با استفاده از روش RT-qPCR.
6. بررسی وضعیت متیلاسیون پروموتر ژن‌های منتخب با استفاده از تکنیک MSP-PCR به‌منظور تأیید نتایج به‌دست‌آمده از تحلیل‌های بیوانفورماتیکی.
7. یکپارچه‌سازی نتایج بیوانفورماتیکی و آزمایشگاهی برای تبیین نقش تنظیمی خانواده HOX و microRNAهای مرتبط در پاتوژنز AML و معرفی نشانگرهای زیستی احتمالی.

4:3. اهداف كاربردي طرح (Applied objectives):

1. شناسایی نشانگرهای زیستی (Biomarkers) قابل اعتماد از میان ژن‌های خانواده HOX و microRNAهای تنظیم‌کننده آن‌ها برای کمک به تشخیص دقیق‌تر زیرگروه‌های مولکولی AML به‌ویژه بیماران دارای جهش DNMT3A.
2. ارایه ژن‌ها و microRNAهای منتخب به‌عنوان کاندیدهایی برای توسعه آینده کیت‌های تشخیصی مبتنی بر ارزیابی بیان یا متیلاسیون در لوسمی میلوئید حاد.
3. بهبود درک بالینی از مکانیسم‌های اپی‌ژنتیک در AMLبا هدف ارتقای تصمیم‌گیری درمانی و مدیریت بیماران مبتنی بر ویژگی‌های مولکولی.
4. ایجاد بستری برای تحقیقات بعدی در زمینه درمان‌های هدفمند شامل مداخله بر microRNAهای تنظیم ‌کننده یا مسیرهای اپی‌ژنتیک مرتبط با ژن‌های HOX.
5. ارائه داده‌های قابل استفاده برای بانک‌های اطلاعاتی داخلی جهت تقویت زیرساخت‌های پژوهشی در حوزه ژنومیک و اپی‌ژنتیک سرطان‌های خونی در ایران.
6. کمک به طراحی مطالعات پیش‌بالینی یا کارآزمایی‌های آینده ازطریق معرفی ژن‌هاmiRNA/های کلیدی که می‌توانند به‌عنوان اهداف دارویی و درمانی بررسی شوند.

4:4.فرضيات :(Hypothesis)

1. در بیماران مبتلا به لوسمی میلوئید حاد دارای جهش DNMT3A، برخی ژن‌های خانواده HOX دارای کاهش بیان معنی‌دار هستند که این کاهش بیان ناشی از تغییرات اپی‌ژنتیک ازجمله متیلاسیون غیرطبیعی نواحی پروموتری است.
2. الگوهای متیلاسیون ژن‌های خانواده HOX در بیماران DNMT3A-mut با گروه فاقد جهش متفاوت است و این تفاوت‌ها با سطح بیان ژن‌های HOX ارتباط مستقیم دارد.
3. microRNAهای خاصی در بیماران DNMT3A-mut، به‌عنوان تنظیم‌کننده‌های منفی ژن‌های HOX عمل می‌کنند و افزایش بیان آن‌ها با کاهش بیان ژن‌های HOX منتخب همراه است.
4. ترکیب نتایج حاصل از تغییر بیان، متیلاسیون و تحلیل microRNA–mRNA می‌تواند ژن‌های HOX خاصی را به‌عنوان نشانگرهای زیستی بالقوه در AML مرتبط با جهش DNMT3A معرفی کند.
5. نتایج بیوانفورماتیکی با آزمایش‌های RT-qPCR و MSP-PCR قابل تأیید هستند و انتظار می‌رود ژن‌های منتخب، هم کاهش بیان و هم تغییر متیلاسیون قابل شناسایی نشان دهند.
6. شبکه تنظیمی شامل DNMT3A–methylation–HOX–miRNA نقش مهمی درپاتوژنز زیرگروه DNMT3A-mut AML دارد و اختلال در این محور می‌تواند یکی از مکانیسم‌های کلیدی ایجاد یا تداوم بیماری باشد.



5) نوع مطالعه:

	نوع مطالعه
	موارد کاربرد مطالعه
	· انتخاب کنید

	بررسي بيماران
 (Case series )
	توصیف داده های موجود مرتبط با گروه های خاص مانند بیماران  
	

	بررسي مقطعي /
(Cross- sectional )
	مطالعات تعیین شیوع بیماری ها، فراوانی ها و نسبت ها،  توصیف شخص/ مکان/ زمان، مطالعات KAP  و نظر سنجی ها، کیفیت  و سبک زندگی، سنجش های زیست محیطی،
	

	مطالعه مورد/شاهد
(Case - control )
	بررسی رابطۀ علی معلولی
طراحی مطالعه از پی آمد( معلول) به سوی مواجه( علت)
	


	مطالعه هم گروهي
(Cohort)
	مطالعات تعیین بروز بیماری / بررسی رابطۀ علی معلولی
طراحی مطالعه از مواجه( علت) به سوی پی آمد( معلول)
	

	مطالعات همگروهی تاریخی 
(Historical Cohort) 
	بررسی رابطۀ علی و معلولی / اندازه گیری پی آمدهای ناشی از مواجهۀ  یک هم گروه معین در زمان حال،
 در شرایطی که مواجه در گذشته اتفاق افتاده است. 
	

	كارآزمايي باليني
 (clinical trial  )
	بررسی تأثیر مداخله( متغییر مستقل) بر یک وضعیت خاص ( متغییر وابسته)
 مانند ارزیابی اثر روش های داوریی یا جراحی در مداوای بیماری ها، ارزیابی کارآیی روش های  بازتوانی و ترمیمی، ارزیابی اثر برنامه های آموزشی بر بیماران یا فرایند بیماری مانند دیابت،  
	

	مطالعه  کارآزمایی جامعه
(interventional ) 
(Field Trial )
	بررسی تأثیر مداخله( متغییر مستقل) بر یک وضعیت خاص ( متغییر وابسته) در جمعیت های سالم
 مانند ارزیابی اثر برنامه های آموزشی برگروه های خاص مانند کودکان، دانش آموزان، دانشجویان، زنان سنین بارداری ، کارکنان، کارگران یا سایر گروه های جامعه، ارزیابی کارآیی واکسن ها در جمعتیت های در معرض خطر، ارزیابی مداخلات آموزشی/رفتاری در گروه های پرخطر مانند معتادین به مواد مخدر تزریقی
	

	مطالعات علوم پايه
 ( Experimental)
	مطالعات سلولی – مولکولی/ژنتیکی / زیست فناوری / نانو تکنولوژی/ 
 مطالعات حیوانی
	· 

	بررسی تست ها و ابزارها
	بررسی حساسیت و ویژگی تست ها، سنجش پایایی، 
طراحی و اعتبار سنجی( روان سنجی) ابزارهای تحقیق از جمله پرسش نامه ها،...
	

	مطالعه جهت طراحی و ساخت دارو، مواد  يا وسائل
	طراحی، تولید، ساخت دارو، مواد، فرآورده های بیولوژیک،
 وسایل و لوازم پزشکی، تشخیصی، پروتزها و ....
	

	طراحي نرم افزار
	
	

	مطالعات كيفي
	
	

	سایر موارد
( ذکر شود)
	مطالعه علوم پایه (Experimental) با رویکرد ژنتیکی–مولکولی و تحلیل‌های بیوانفورماتیکی
	· 






6 ) روش اجرا (روش كار و مراحل اجراي آن):

مرحله 1 - برنامه‌ریزی، مجوزها و آماده‌سازی
1. تثبیت اهداف و خروجی‌ها: اهداف، معیارهای موفقیت هر مرحله (فایل‌های پردازش شده، جدول نامزدها، qPCR data, gel images) را مستندسازی می‌کنیم.
2. اخذ مجوزهای اخلاقی و تهیه نمونه‌ها: پروپوزال اخلاق را تکمیل و تصویب می‌کنیم و فرم رضایت آگاهانه را آماده می‌کنیم. عدد نمونه هدف را تعیین می‌کنیم (حداقل 20 DNMT3A-mutant و 20 wildtype  برای فاز آزمایشی؛ در صورت امکان n≥30 برای هر گروه برای افزایش قدرت آماری).
3. تهیه زیرساخت محاسباتی و آزمایشگاهی: محیط تحلیلی (Conda environment یا Docker image شامل R, Python) و ریپازیتوری GitHub را ساختاردهی و نسخه‌بندی می‌کنیم.

مرحله 2 - گردآوری داده‌های بیوانفورماتیکی (in-silico)
4. شناسایی و دانلود دیتاست‌ها: از TCGA-LAML (GDC portal)،BeatAML و GEO/ArrayExpress دیتایت‌های موردنیاز را مشخص و دانلود می‌کنیم:
· فایل‌های expression (raw counts یا FASTQ)،
· فایل‌های miRNA (counts یا smallRNA FASTQ)،
· فایل‌های methylation (idat / β-values برای450K  یا EPIC)،
· فایل‌های MAF/VCF برای تعیین وضعیتDNMT3A، و متادیتای بالینی.
5. ساخت manifest وsample sheet: manifest شامل مسیر فایل،checksum (SHA256)، و مشخصات sample (age, sex, BM/PB, timepoint, DNMT3A status) را آماده و ذخیره می‌کنیم.

مرحله 3 - پردازش اولیه و کنترل کیفیت داده‌ها
6. پردازش FASTQ (در صورت وجود):
· برایRNA-seq: trimming باfastp، نقشه‌زنی باSTARیاHISAT2،شمارش با featureCounts.
· برای smallRNA: adapter trimming ویژه و شمارش بر اساس miRBase با ابزارهای مانند miRDeep2 یا bowtie + featureCounts.
· تمام گزارش‌هایQC (fastp, mapping rate, duplication) را ذخیره می‌کنیم.
7. پردازش میکروآرایهmethylation/:
· برای expression microarray ازlimma  استفاده و QC مربوطه را انجام می‌دهیم.
· برای methylation idat ازminfi  و normalization مانند functional normalization استفاده می‌کنیم؛ پروب‌های با detection p>0.01 و cross-reactive را حذف می‌کنیم.
8. ادغام و پالایش نمونه‌ها: تطبیق sample_id بین لایه‌ها را انجام می‌دهیم و فقط نمونه‌هایی که اطلاعات ضروری (expression + DNMT3A status) را دارند انتخاب می‌کنیم. نمونه‌های outlier را بر اساس PCA/UMAP و معیارهای تعیین‌شده حذف می‌کنیم.

مرحله 4 - نرمال‌سازی، بررسی batch و covariates
9. نرمال‌سازی: برای raw counts از DESeq2 (VST) یاedgeR (CPM, TMM) استفاده می‌کنیم؛ برایmiRNA  هم ازedgeR/DESeq2. برای visualization ماتریس‌های normalized را ذخیره می‌کنیم.
10. بررسی و اصلاحbatch effects: باPCA/UMAP،batch  و platform را بررسی می‌کنیم و در صورت لزوم با ComBat (sva) تصحیح می‌کنیم. covariates (age, sex, sample source, cytogenetic risk) را در فایل metadata درج و تصمیم می‌گیریم کدام‌ها را در مدل DE وارد کنیم.



مرحله 5 - تحلیل بیان تفاضلی (HOX focus)
11. فهرست‌برداری ژن‌هایHOX: لیست کامل ژن‌های خانوادهHOX  (HOXA1–HOXA13, HOXB1–HOXB13, HOXC, HOXD  و co-factors مانندMEIS1) را از Ensembl تهیه می‌کنیم.
12. تحلیل DE بینDNMT3A-mutant vs wildtype: باDESeq2  یاlimma-voom  مدل را اجرا می‌کنیم با فرمول نمونه: ~ DNMT3A_status + age + sex + sample_source + batch. آستانه اولیه: |log2FC| ≥ 1  و FDR < 0.05. نتایج را برای هر cohort جداگانه محاسبه و سپس متا-تحلیل یا مقایسه تقاطعی انجام می‌دهیم (فقط ژن‌هایی که در 2≥ cohort DE هستند را نگه می‌داریم).
13. شناسایی ژن‌های کاهش‌یافته: از نتایج DE ژن‌هایی که log2FC ≤ −1 و FDR < 0.05 و در ≥2 دیتاست تکرارپذیر باشند را فهرست می‌کنیم، این‌ها کاندیدهای اولیه برای فاز آزمایشگاهی خواهند بود.

مرحله 6 - تحلیل methylation in-silico
14. استخراج β-values برای پروموترها: برای هر ژن کاندید پروموتر را تعریف (مثلاً −1500 تا +200 bp از TSS) و پروب‌های CpG مربوطه را از داده methylation استخراج می‌کنیم.
15. همبستگیexpression vs methylation: همبستگی اسپیرمن بین β-value میانگین پروموتر وexpression  را محاسبه می‌کنیم؛ آستانه پشتیبانی: ρ ≤ −0.4 و p_adj < 0.05. ژن‌هایی که کاهش بیان و همبستگی منفی با افزایش methylation نشان دهند را نشان‌گذاری می‌کنیم.
16. بررسی الگوهایDNMT3A: بین گروه‌های DNMT3A-mutant و wildtype اختلاف β-value را با آزمون Wilcoxon یا limma برای methylation مقایسه می‌کنیم تا ببینیم آیا هایپر یا هیپرمتیلاسیون مرتبط وجود دارد.

مرحله 7 - ادغام miRNA و شناسایی محورهای تنظیمی
17. پیش‌بینی هدفmiRNA: برای هر ژن نهایی از پایگاه‌هایTargetScan, miRTarBase, miRDB لیست miRNAهای پیش‌بینی‌شده/تأییدشده را استخراج می‌کنیم.
18. تطبیق با داده‌هایmiRNA: درصورتی‌که miRNA expression موجود باشد، همبستگی منفی miRNA–mRNA  را محاسبه می‌کنیم (ρ ≤ −0.3, p_adj < 0.05) و فقط جفت‌هایی که هم در دیتابیس و هم از لحاظ expression  پشتیبانی می‌شوند را نگه می‌داریم.
19. ساخت شبکه miRNA–mRNA: شبکه را باCytoscape  رسم و با معیارهای مرکزیّت (degree, betweenness) هاب‌ها را مشخص می‌کنیم.

مرحله 8 - انتخاب نهایی ژن‌ها برای تأیید آزمایشگاهی
20. معیارهای انتخاب: از میان ژن‌هایی که: (الف) کاهش بیان تکرارشونده در2 ≥cohort، (ب) همبستگی منفی expression vs promoter methylation، و (ج) پشتیبانی از مسیر miRNA (حداقل یک miRNA با همبستگی منفی و پیش‌بینی هدف) را داشته باشند، حداقل دو ژن نهایی را انتخاب می‌کنیم. مستندات شاملlog2FC، FDR، ρ(meth vs expr)، و منابع miRNA را تهیه می‌کنیم.

مرحله 9 - آماده‌سازی نمونه‌های بالینی و استخراج نوکلئیک‌اسید
21. جمع‌آوری نمونه‌ها: حداقل 20-30 نمونه در هر گروه (mutant / wildtype) جمع‌آوری می‌کنیم؛ نمونه‌ها را در EDTA برای خون محیطی یا aspirate مغز استخوان ذخیره می‌کنیم. اطلاعات بالینی و کدینگ شده را نگهداری می‌کنیم.
22. استخراج RNA و DNA: RNA را با کیت ستون-محور یا TRIzol استخراج و RIN را با Bioanalyzer بررسی می‌کنیم(RIN ≥ 7). DNA را استخراج و برای bisulfite conversion آماده می‌کنیم. مقادیر و خلوص (A260/280) را ثبت می‌کنیم.

مرحله 10 - طراحی و اعتبارسنجی پرایمرها
23. طراحی پرایمرRT-qPCR: برای هر ژن 2 جفت پرایمر (amplicon 80–150 bp) طراحی می‌کنیم با Primer3 یاNCBI Primer-BLAST؛ پرایمرها را exon-junction spanning طراحی و efficiency را با standard curve (dilution series) بررسی می‌کنیم (efficiency 90–110%). ژن مرجع (GAPDH/HPRT1/ACTB) را با بررسی ثبات انتخاب می‌کنیم.
24. طراحی پرایمرMSP: پس از تعیین توالی تبدیل-شده بیسولفیت (in-silico bisulfite conversion)، برای هر ژن دو جفت پرایمر طراحی می‌کنیم: methylated-specific و unmethylated-specific. ازMethPrimer  یا BiSearch استفاده می‌کنیم و مطمئن می‌شویم پرایمرها CpG-containing باشند.

مرحله 11 - آزمایش RT-qPCR
25. سنتزcDNA: از500 ng–1 µg RNA  با kit reverse transcriptase استفاده و cDNA را تهیه می‌کنیم.
26. شرایطqPCR: واکنش20 µL  باSYBR Green، دمای annealing براساس Tm پرایمرها (معمول 60°C ~)، سه تکثیر فنی برای هر نمونه اجرا می‌کنیم؛ شامل منفی RT وNTC.
27. تحلیلqPCR: ΔCt و ΔΔCt را محاسبه و fold-change را گزارش می‌کنیم. آزمون‌های آماری (t-test  یا Mann–Whitney) برای مقایسه گروه‌ها انجام می‌دهیم؛ p-value را با روش FDR تصحیح می‌کنیم اگر چندین ژن بررسی شود.

مرحله 12 - آزمایش MSP-PCR
28. بیسولفیت کانورژن: از کیت استاندارد (مثلاً EZ DNA Methylation Kit) استفاده و راندمان تبدیل را کنترل می‌کنیم (با primerهای کنترلی).
29. PCR و الکتروفورز: برای هر ژن دو واکنش مجزا (methylated / unmethylated) اجرا و محصولات را روی ژل آگارز 2–3% قرار می‌دهیم؛ کنترل مثبت (SssI methylated DNA) و کنترل منفی را در هر مجموعه استفاده می‌کنیم.
30. در صورت نیاز کمّی‌سازی: برای نتایج کمّی‌تر از MSP-qPCR یا pyrosequencing پس از PCR استفاده می‌کنیم.

مرحله 13 - تحلیل آماری نهایی و تلفیق نتایج
31. همبستگی‌ها: Spearman correlation بینexpression (qPCR) و β-values یا وضعیت MSP را محاسبه می‌کنیم.
32. مقایسات گروهی: فراوانی‌های hypermethylation بین گروه‌ها را با χ² یا Fisher exact بررسی می‌کنیم. برای اثر پیش‌آگهی (درصورت داده بالینی) از Cox proportional hazards با covariates مناسب استفاده می‌کنیم.
33. ارائه نتایج: شکل‌ها (volcano, heatmap, boxplots, KM curves, gel images) و جداول (DEsummary, methylation stats, qPCR ΔΔCt) را تولید و در repo ذخیره می‌کنیم.

مرحله 14 - کنترل کیفیت، مستندسازی و reproducibility
34. ثبت پارامترها: ورژن نرم‌افزارها، پارامترهای توالی‌یابی، شماره batch کیت‌ها و lotها را ثبت می‌کنیم.
35. اسکریپت و محیط: تمام اسکریپت‌ها را در GitHub بارگذاری و environment.yml یا Dockerfile را قرار می‌دهیم. README حاوی دستورالعمل اجرای pipeline تولید می‌کنیم.
36. بازبینی و اعتبارسنجی: نتایج را با یک همکار بیوانفورماتیک و یک همکار آزمایشگاهی مرور می‌کنیم تا خطاهای احتمالی حذف شوند.

نکات فنی، آستانه‌ها و پیشنهادات کوچک ولی حیاتی
· آستانه DE اولیه: |log2FC| ≥ 1 وFDR < 0.05؛ برای انتخاب محافظه‌کارانه‌تر می‌توانیم |log2FC| ≥ 1.5 را در نظر بگیریم.
· حد همبستگی methylation–expression: ρ ≤ −0.4 را معنادار درنظر می‌گیریم.
· برای miRNA–mRNA همبستگی منفی آستانه ρ ≤ −0.3 و p_adj < 0.05 را در نظر می‌گیریم.
· چنانچه methylation در دیتاستها ناقص باشد، MSP-PCR اهمیت بیشتری پیدا می‌کند؛ بنابراین نمونه‌ها را طوری انتخاب می‌کنیم که DNA مناسب برای بایسولفیت موجود باشد.
· برای بهینه‌سازی زمان و بودجه، ابتدا یک pilot با 10-15 نمونه در هر گروه اجرا می‌کنیم، سپس بر اساس واریانس مشاهده‌شده اندازه نمونه‌ها را نهایی می‌کنیم.

خروجی‌های مورد انتظار (deliverables)
· جدول نهایی ژن‌های HOX کاندید با آمار DE و شواهد methylation و miRNA.
· نتایج RT-qPCR (ΔΔCt) و gel images از MSP-PCR برای دو ژن منتخب.
· اسکریپت‌های R/Python برای pipeline و مستندات reproducible.
· پیش-نویس مقاله/فصل پایان‌نامه شامل Methods, Results و Figures.



7 )جامعه مورد مطالعه، حجم نمونه و روش محاسبه آن و روش نمونه گيري:

A- برای قسمت بیوانفورماتیک (in-silico):
· تمامی نمونه‌های بالغ (≥ 18 سال) مبتلا به AML که در دیتاست‌های عمومی معتبر دارای داده‌های expression (mRNA)،‌ اطلاعات موتاسیون (برای تعیین وضعیتDNMT3A) و درصورت امکان داده‌های miRNA و/یا methylation باشند (مانندTCGA-LAML،BeatAML  وGEO cohortهای مرتبط).
· از تمام نمونه‌های واجد شرایط در آن دیتاست‌ها استفاده می‌کنیم؛ انتخاب مبتنی بر «در دسترس بودن» داده و کیفیت داده خواهد بود.
B-  برای قسمت آزمایشگاهی (نمونه‌های بالینی):
· بیماران بالغ (≥ 18 سال) مبتلا به AML که نمونه خون محیطی (PBMC) یا aspirate مغز استخوان در بانک نمونه‌ها موجود باشد.
· گروه مورد(case): بیماران دارای جهش قطعیDNMT3A  .
· گروه کنترل(control): بیماران AML فاقد جهش DNMT3A، هم‌زمانِ انتخاب‌شده و ترجیحاً match  شده از نظر سن، جنس و زیرگروه سایتوژنتیک تا حد ممکن.
· معیارهای حذف: نمونه‌های با RNA/DNA ناکافی یا با کیفیت پایین (RIN < 7  برای RNA، مقادیر DNA ناکافی برایbisulfite)، نمونه‌های کودکان(<18)، و نمونه‌هایی که رضایت اخلاقی یا مجوز استفاده بالینی نداشته باشند.

8) معیار ورود و خروج نمونه ها:

معیارهای ورود و خروج بخش A: داده‌های in-silico (TCGA / BeatAML / GEO و غیره)

معیارهای ورود (Inclusion)
1. بیماران بزرگسال: فقط نمونه‌های مربوط به بیماران ≥ 18 سال را وارد تحلیل می‌کنیم.
2. دسترسی به داده‌های ضروری: فقط نمونه‌هایی را انتخاب می‌کنیم که حداقل یکی از مجموعه‌های داده زیر را داشته باشند: mRNA expression (raw counts یاTPM/FPKM) و فایل MAF/VCF برای تعیین وضعیتDNMT3A. ترجیحاً برای تحلیل‌های چندلایه نمونه‌هایی را انتخاب می‌کنیم که علاوه برmRNA، داده miRNA-seq یا داده methylation (450K/EPIC; idatیاβ-values) نیز داشته باشند.
3. وضعیت ژنی DNMT3A قابل تعیین باشد: نمونه‌هایی را انتخاب می‌کنیم که در فایل MAF/VCF جهش‌های DNMT3A گزارش شده یا تأیید شده باشد یا وضعیت wildtype به‌طور صریح قید شده باشد. تعریفmutant: جهش‌های غیرسایلنتِ نوکلئوتیدی در نواحی اگزونی/اسپلایس-سایت که VAF ≥ 5%  دارند (آستانه اولیه؛ قابل تنظیم بر اساس کیفیتMAF).
4. کیفیت داده expression قابل قبول: اگر raw counts موجود باشد، نمونه‌هایی را می‌پذیریم که حداقل خوانش خام ≥ 10 میلیون و نرخ mapping ≥ 70% (درصورت وجود گزارشmapping) داشته باشند. اگر فقط ماتریس نرمال‌شده ارائه شده باشد، metadata  کیفیتی و platform را بررسی و ثبت می‌کنیم.
5. متادیتای بالینی پایه موجود باشد: حداقل اطلاعات سن، جنس، منبع نمونه (BM/PB) و تاریخ نمونه‌برداری را در metadata  داشته باشیم.

معیارهای خروج  (Exclusion)
1. نمونه‌های کودکان: نمونه‌هایی که مربوط به بیماران < 18 سال باشند را حذف می‌کنیم.
2. کیفیت پایین داده: نمونه‌هایی که خوانش خام < 5–10M، mapping rate خیلی پایین (<50%) یا درصد ژن‌های با zero counts بسیار بالا باشند را حذف می‌کنیم.
3. عدم وضوح وضعیتDNMT3A: نمونه‌هایی که وضعیت ژنتیکی DNMT3A در آن‌ها مشخص نباشد و امکان تعیین آن از داده‌ها وجود نداشته باشد را حذف می‌کنیم.
4. نمونه‌های تکراریduplicate/: نمونه‌هایی که duplicate فنی یا submission تکراری هستند را حذف یا یکی از آن‌ها را نگه می‌داریم.
5. نمونه‌های مربوط به مطالعات درمانی غیرمعمول: اگر نمونه‌ها پس از مداخلات شدید (مثلاً پس از پیوند مغز استخوان) گرفته شده باشند و این اطلاعات ممکن است confounder قوی ایجاد کند، آن‌ها را حذف یا جداگانه آنالیز می‌کنیم.
6. پروب‌های نامعتبر (برای methylation): در سطح probe، آن‌هایی کهdetection p-value > 0.01، یا پروب‌های cross-reactive / دارای SNP در محل CpG باشند را حذف می‌کنیم.

معیارهای ورود و خروج  بخش B: نمونه‌های آزمایشگاهی بالینی (برای RT-qPCR و MSP)

معیارهای ورود (Inclusion)
1. بیماران بالغ با تشخیصAML: نمونه‌های بیمارانی را می‌پذیریم که تشخیص AML توسط هماتولوژیست تأیید شده و سن ≥ 18 سال دارند.
2. وضعیت DNMT3A مشخص یا قابل تعیین: برای گروه مورد (case) نمونه‌هایی را انتخاب می‌کنیم که جهش DNMT3A  در پرونده مولکولی یا توالی‌یابی با VAF ≥ 5% گزارش شده باشد. برای گروه کنترل نمونه‌هایی را انتخاب می‌کنیم که DNMT3A-wt گزارش شده باشند.
3. نمونه مناسب و با کیفیت: خون محیطی (PBMC) یا aspirate مغز استخوان که به‌صورت استاندارد جمع‌آوری و در -80°C فریز شده است و مقدار/کیفیت RNA و DNA کافی دارد:
· [bookmark: _Hlk214059370]RNA:  RNA ≥ 7)یا حداقل ≥ 6 درصورت نبود گزینه بهتر ولی با توجه و علامت‌گذاری(، A260/280 ≈ 1.8–2.1، مقدار RNA ≥ 500 ng–1 µg )متغیر بسته بهkit).
· DNA: مقدار کافی برای bisulfite conversion (معمول≥500ng) و A260/280 مناسب.
4. نمونه اولیه (diagnosis) ترجیح داده می‌شود: در صورت امکان از نمونه زمان تشخیص اولیه استفاده می‌کنیم؛ اگر نمونه relapse داریم آن را جداگانه کدگذاری و گزارش می‌کنیم.
5. رضایت‌نامه و مجوز اخلاقی: برای هر نمونه رضایت آگاهانه و مجوز استفاده پژوهشی موجود باشد.

معیارهای خروج (Exclusion)
1. نمونه‌های کودکان: بیماران  18> سال را از تحلیل آزمایشگاهی حذف می‌کنیم.
2. کیفیت پایین نوکلیک‌اسید: نمونه‌هایی که RNA RIN < 6 (یا کیفیتی که انجام qPCR را به خطر اندازد) یا DNA ناکافی برای bisulfite داشته باشند را کنار می‌گذاریم.
3. نمونه‌های فاسد یا نگهداری نامناسب: نمونه‌هایی که یخ‌زدگی/ذوب مکرر یا شواهد آلودگی (باکتریال یا همولیز شدید برای PB) داشته باشند را حذف می‌کنیم.
4. نمونه‌هایی که پیش از نمونه‌برداری، درمان سیستمیک دریافت کرده‌اند: درصورتی‌که هدف ما بررسی اثر اولیه جهش‌ها باشد، نمونه‌هایی که پس از دوره شیمی‌درمانی سنگین یا پس از پیوند مغزاستخوان گرفته شده‌اند را حذف یا جداگانه آنالیز می‌کنیم.
5. نمونه‌های بدون مجوز اخلاقی یا عدم رضایت: هر نمونه‌ای که مجوز استفاده پژوهشی نداشته باشد را حذف می‌کنیم.

9 ) روش و ابزار گرداوري داده ها، روش تعیین روائی و پایائی آن: 

ابزار و روش گردآوری داده‌ها (بخش بیوانفورماتیکی)
۱- پایگاه‌های داده
برای گردآوری داده‌های اولیه از پایگاه‌های معتبر بین‌المللی استفاده می‌کنیم:
· TCGA-LAML برای داده‌هایmRNA-seq،miRNA-seq و فایل‌های جهش MAF.
· GEO (Gene Expression Omnibus)  برای داده‌های میکرواری بیان ژنی،miRNA  و متیلاسیون (پلتفرم‌های450K  وEPIC).
· BeatAML / TARGET / ArrayExpress در صورت وجود مجموعه‌های مکمل.
۲- ابزارهای گردآوری و پردازش داده
· بسته‌های R شامل: TCGAbiolinks، GEOquery، limma، DESeq2، edgeR، minfi، ChAMP، clusterProfiler.
· توابع اعتبارسنجی کیفیت: بررسیQC، PCA،boxplot  نرمال‌سازی، density plot، حذفoutlierها.
· ابزارهای تحلیل شبکه تنظیمی miRNA–mRNA شامل: miRWalk، miRTarBase، TargetScan، miRDB.
۳-  نوع داده‌های جمع‌آوری‌شده
· سطح بیان ژن‌های خانواده HOX
· سطح بیان miRNAهای تنظیم‌کننده
· الگوهای متیلاسیون CpG در پروموتر ژن‌های HOX
· وضعیت جهش DNMT3A
· داده‌های بالینی پایه: سن، جنس، subtype، survival 

ابزار و روش گردآوری داده‌ها (بخش آزمایشگاهی)
۱- جمع‌آوری نمونه‌ها
از بیماران AML بزرگسال دارای جهش DNMT3A (Case) و بیماران باDNMT3A-wt (Control) نمونه خون محیطی (PBMC) یا مغز استخوان جمع‌آوری می‌کنیم.
نمونه‌ها مطابق پروتکل‌های استاندارد در دمای −80°C نگهداری می‌شوند.
۲- استخراج نوکلئیک اسید
· استخراج RNA با کیت‌های تجاری استاندارد (Qiagen یا مشابه)
· استخراج DNA برای MSP با کیت‌های معتبر
· تعیین غلظت باNanoDrop و بررسی کیفیت باBioanalyzer یا Agarose gel
3- آزمون‌های مولکولی
· Real-time PCR (RT-qPCR): برای ارزیابی تغییر بیان ژن‌های HOX منتخب
· MSP-PCR: برای ارزیابی الگوی متیلاسیون پروموتر ژن‌های HOX
· دستگاه‌ها: Real-time PCR system (ABI/ Roche) و Thermal cycler
روش تعیین روایی (Validity)
1- روایی محتوایی (Content Validity)
روایی داده‌های بیوانفورماتیک بر اساس معیارهای زیر تأمین می‌شود:
· استفاده از پایگاه‌های داده معتبر و peer-reviewed
· انتخاب ژن‌های هدف بر اساس یافته‌های چند پایگاه پیش‌بینی miRNA–mRNA (نه تنها یک پایگاه)
· مشورت با دو متخصص در حوزه هماتولوژی و بیوانفورماتیک جهت تأیید ژن‌ها وmicroRNAهای منتخب
روایی بخش آزمایشگاهی با:
· طراحی پرایمرها بر اساس توالی‌های NCBI و Ensembl
· بررسی اختصاصیت پرایمرها با Primer-BLAST
· تأیید باند صحیح PCR با الکتروفورز
2- روایی سازه  (Construct Validity)
· انطباق نتایج RT-qPCR با نتایج بیوانفورماتیک (جهت بررسی صحت سازه‌ای)
· هم‌خوانی سطح متیلاسیون (MSP) با تغییر بیان (RT-qPCR)
· استفاده از housekeeping genes معتبر (GAPDH, ACTB) برای نرمال‌سازی
روش تعیین پایایی (Reliability)
1- پایایی تحلیل‌های بیوانفورماتیکی
· اجرای تحلیل‌ها به‌صورت تکرارپذیر با استفاده از pipeline استاندارد و کدهای ثبت‌شده
· cross-validation  بین داده‌های متفاوت (TCGA، GEO، BeatAML)
· بررسی پایداری ژن‌های کلیدی با روش‌های:
· resampling
· bootstrapping
· validation across independent cohorts
2- پایایی آزمایش‌های مولکولی
· اجرای هر واکنش RT-qPCR در سه تکرار تکنیکال (triplicate)
· کنترل‌های منفی و مثبت در هر سری qPCR
· بررسی راندمان پرایمر (90–110%)
· تکرار MSP-PCR در حداقل ۲ مرتبه مستقل
· استفاده از DNA fully methylated و unmethylated به‌عنوان کنترل معتبر در MSP
3- پایایی ابزارها
· کالیبراسیون دوره‌ای دستگاه Real-time PCR
· استفاده از کیت‌های معتبر و دارای تأییدیه بین‌المللی
· مستندسازی کامل مراحل استخراج، سنتز cDNA و واکنش PCR
10) روش تجزیه و تحلیل داده ها:

۱- تحلیل داده‌های بیوانفورماتیکی (In-silico)
۱–۱ پیش‌پردازش و کنترل کیفیت
· برای داده‌های RNA-seq از DESeq2 یا edgeR استفاده می‌کنیم.
· Normalization بر اساس TMM یا VST انجام می‌شود.
· برای داده‌های میکرواری، نرمال‌سازی با RMA (درlimma) استفاده می‌کنیم.
· داده‌های متیلاسیون (450K/EPIC) با بسته‌های minfi یاChAMP پیش‌پردازش و نرمال‌سازی می‌شوند.
· Outlierها با PCA، hierarchical clustering  و معیارهای QC حذف می‌شوند.

۱–۲ تعیین ژن‌های HOX 
بین دو گروه DNMT3A-mut  وDNMT3A-wt  ژن‌های خانواده HOX را با آزمون‌های زیر مقایسه می‌کنیم:
· تحلیل تفاضلی با DESeq2 (Wald test)  یا limma (moderated t-test)
· معیار معنی‌داری:
· log2FC ≥ |1|
· FDR < 0.05 (Benjamini–Hochberg)
خروجی: لیست ژن‌های HOX که کاهش بیان یا افزایش بیان دارند.

۱–۳ تحلیل microRNA–mRNA
برای شناساییmicroRNAهای تنظیم‌کننده:
1. پیدا کردن miRNAهای متفاوت بیان‌شده (DE-miRNAs) بین دو گروه.
2. پیش‌بینی تارگت‌ها از پایگاه‌های TargetScan / miRWalk / miRTarBase / miRDB.
3. هم‌پوشانی تارگت‌ها با ژن‌های HOX کمتر بیان‌شده.
4. انجام correlation analysis  بین بیان miRNA و mRNA (انتظار: همبستگی منفی).
نتیجه: شناسایی miRNAهایی که احتمالاً مسئول کاهش بیان ژن‌های HOX هستند.

۱–۴ تحلیل متیلاسیون ژن‌های HOX
· استخراج داده‌های CpGهای واقع در پروموتر ژن‌های HOX.
· مقایسه بین دو گروه با limma-methylation  یا champ.DMP
· معیار معنی‌داری:
· Δβ ≥ 0.15
· FDR < 0.05
نتیجه: یافتن CpGهای هایپر-متیله (مرتبط با کاهش بیان).

۱–۵ تحلیل‌های عملکردی و مسیرها
برای ژن‌ها وmiRNAهای انتخاب‌شده:
· GO analysis (BP, MF, CC)
· KEGG pathway enrichment
· تحلیل شبکه‌ای با Cytoscape
· ساخت شبکه DNMT3A–HOX–miRNA–methylation برای مدل‌سازی مکانیسم احتمالی بیماری.

۱–۶ اعتبارسنجی بین‌مجموعه‌ای (Cross-cohort validation)
· نتایج تکرارپذیری درGEO،TCGA  و BeatAML بررسی می‌شود.
· پایداری ژن‌های منتخب با bootstrapping / resampling بررسی می‌شود.

۲- تحلیل داده‌های آزمایشگاهی
۲–۱ تحلیل داده‌های RT-qPCR
· داده‌های Ct نرمال‌سازی با روشΔCt وΔΔCt  نسبت به ژن مرجع (GAPDH یا ACTB).
· محاسبه Fold-change با فرمول 2^-ΔΔCt.
· مقایسه بین گروه DNMT3A-mut و DNMT3A-wt با:
· Independent t-test (اگر توزیع نرمال باشد)
· Mann–Whitney U test (در صورت نرمال نبودن داده‌ها)
· بررسی همبستگی بین تغییر بیان ژن و miRNA باPearson  یا Spearman.
معیار معنی‌داری :    p < 0.05

۲–۲ تحلیل داده‌های MSP-PCR
· ارزیابی حضور یا عدم حضور باندهای متیله/غیرمتیله.
· تعیین الگوی متیلاسیون به‌صورت:
· Fully methylated
· Partially methylated
· Unmethylated
· مقایسه فراوانی متیلاسیون بین دو گروه با:
· Chi-square test
· یاFisher’s exact test در صورت کوچک بودن فراوانی‌ها.

۲–۳ اعتبارسنجی رابطه بیان و متیلاسیون
برای ژن‌های HOX منتخب:
· بررسی رابطه بین سطح متیلاسیون و بیان ژنی با:
· Spearman correlation
· تحلیل دو متغیره با linear regression  (در صورت نیاز)

۳- نرم‌افزارها و ابزارهای آماری
· R  و بسته‌هایDESeq2، limma، minfi، ChAMP، clusterProfiler
· GraphPad Prism  برای تحلیل RT-qPCR
· SPSS  یاR  برای آزمون‌های آماری
· Cytoscape  برای ساخت شبکه‌ها

۴- سطح معنی‌داری آماری
· نتایج بیوانفورماتیک: FDR < 0.05 (اصلاحBenjamini–Hochberg)
· نتایج آزمایشگاهی:  p < 0.05
· تمام آزمون‌ها دوطرفه (two-tailed) در نظر گرفته می‌شوند.

11) ملاحظات اخلاقي (Ethical Considerations):
ما تمامی مراحل پژوهش را مطابق اصول اخلاق زیستی و دستورالعمل‌های کمیته اخلاق پژوهشی انجام می‌دهیم. نمونه‌های بیماران تنها پس از اخذ رضایت‌نامه آگاهانه و با حفظ کامل هویت و اطلاعات شخصی جمع‌آوری می‌شوند. داده‌های بالینی و ژنتیکی با کدگذاری ناشناس (Coding/De-identification) ثبت می‌شوند و فقط اعضای مجاز تیم پژوهش به آن‌ها دسترسی دارند. استفاده از نمونه‌ها و داده‌ها صرفاً برای اهداف پژوهشی تأییدشده در پروپوزال انجام می‌شود و از هرگونه استفاده خارج از طرح جلوگیری می‌کنیم. این مطالعه هیچ‌گونه مداخله درمانی یا تغییر در روند مراقبت از بیمار ایجاد نمی‌کند. تمامی مراحل آزمایشگاهی شامل استخراج DNA/RNA، RT-qPCR و MSP-PCR در چارچوب پروتکل‌های استاندارد ایمنی و زیستی (Biosafety Level 2) انجام می‌شود. انتشار نتایج فقط به‌صورت کلی و گروهی خواهد بود و هیچ اطلاعات هویتی فردی منتشر نمی‌شود. مجوز کمیته اخلاق پیش از شروع مراحل جمع‌آوری نمونه‌ها اخذ می‌شود.


12) محدوديت‌هاي طرح و روش كاهش آنها:
1. دسترسی محدود به نمونه‌هایDNMT3A-mutant: تعداد بیماران دارای جهش DNMT3A ممکن است کم باشد.
· راهکار: استفاده از نمونه‌های آرشیوی و چند مرکز، اجرای pilot برای برآورد واریانس و برنامه‌ریزی نمونه‌گیری مناسب.
2. کیفیت متغیر نمونه‌ها(RNA/DNA): برخی نمونه‌ها ممکن است کیفیت کافی برای RT-qPCR یا MSP-PCR  نداشته باشند.
· راهکار: تعیین معیارهای کیفی دقیق (RNA ≥ 7، A260/280 مناسب)، کنترل کیفیت پیش از آزمایش و اضافه کردن ۱۰–۱۵٪ نمونه احتیاطی.
3. پایگاه داده‌های بیوانفورماتیکی با هتروژنی بالا: داده‌ها از منابع مختلف ممکن است از نظر platform، preprocessing  و batch effect متفاوت باشند.
· راهکار: نرمال‌سازی داده‌ها، حذف outlierها، استفاده از batch correction و validation در cohort مستقل.
4. تأثیر عوامل بالینی و درمانی: متغیرهای confounder مانند سن، جنس و درمان‌های قبلی ممکن است بر بیان ژن و متیلاسیون تأثیر بگذارند.
· راهکار: کنترلcovariateها در تحلیل آماری و matching گروه‌ها تا حد امکان.
5. تحلیل محدود ژن‌ها و miRNAها: انتخاب محدود ژن‌ها ممکن است بعضی مسیرهای مهم را پوشش ندهد.
· راهکار: انتخاب ژن‌ها وmiRNAها بر اساس تحلیل‌های چندپایگاه و شواهد پیشین، و گزارش تمام داده‌ها برای شفافیت.
6. پتانسیل خطای تکنیکی در RT-qPCR و MSP-PCR: خطاهای آزمایشگاهی می‌تواند نتایج را تحت تأثیر قرار دهد.
· راهکار: اجرای تکرار تکنیکال، استفاده از کنترل‌های مثبت و منفی، و استانداردسازی پروتکل‌ها.





13 ) جدول متغيرها:
	ردیف
	نام متغییرها
	نقش متغییرها
	کمی
	کیفی
	تعریف عملی
	روش اندازه گیری

	
	
	زمینه ای
	مستقل
	وابسته
	مخدوش کننده
	پیوسته
	گسسته
	اسمی
	رتبه ای
	
	

	1
	وضعیت DNMT3A
	
	√
	
	
	
	
	√
	
	حضور یا عدم حضور جهش در ژن DNMT3A
	توالی‌یابی یا فایل MAF/VCF

	2
	بیان ژن‌های HOX  منتخب
	
	
	√
	
	√
	
	
	
	سطح mRNA ژن‌های HOX پس از نرمال‌سازی
	RT-qPCR (ΔΔCt) و داده‌های RNA-seq

	3
	الگوی متیلاسیون پروموتر ژن‌های HOX
	
	
	√
	
	
	
	√
	
	وجود یا عدم وجود متیلاسیون CpG در پروموتر
	MSP-PCR و داده‌های 450K/EPIC

	4
	miRNAهای تنظیم‌کننده ژن‌های HOX
	√
	√
	
	
	√
	
	
	
	سطح بیان miRNAهای هدف شناسایی شده
	miRNA-seq یا RT-qPCR

	5
	سن بیمار
	√
	
	
	
	√
	
	
	
	سن بیمار در زمان نمونه‌برداری (سال)
	پرونده بالینی

	6
	جنس بیمار
	√
	
	
	
	
	
	√
	
	مرد/زن
	پرونده بالینی

	7
	زیرگروه سیتوژنتیک AML
	√
	
	
	√
	
	
	√
	
	طبق طبقه‌بندی WHO
	پرونده بالینی

	8
	نوع نمونه
	√
	
	
	
	
	
	√
	
	PBMC یا مغز استخوان
	ثبت در نمونه‌ها

	9
	وضعیت درمان قبل از نمونه‌برداری
	
	
	
	√
	
	
	√
	
	دریافت شیمی‌درمانی یا پیوند قبل از نمونه‌برداری
	پرونده بالینی

	10
	شاخص کیفیت RNA
	
	
	
	√
	√
	
	
	
	RIN RNA
	Bioanalyzer

	11
	شاخص کیفیت DNA
	
	
	
	√
	√
	
	
	
	نسبت A260/280 و غلظت DNA
	NanoDrop / Qubit

	12
	زمان پس از تشخیص
	√
	
	
	
	√
	
	
	
	روز/ماه از زمان تشخیص تا نمونه‌برداری
	پرونده بالینی













14 :1. پيش بيني زمان لازم براي اجراي كامل طرح : 
14 :2. جدول زماني مراحل اجراي طرح(GANTT CHART) :

	رديف
	شرح هر يك از فعاليتهاي اجرايي طرح به تفكيك
	طول مدت (ماه)
	زمان اجرا

	
	
	
	ماه 1
	ماه 2
	ماه 3
	ماه 4
	ماه 5
	ماه 6
	ماه 7
	ماه 8
	ماه
9
	ماه
10
	ماه
11
	ماه
12
	ماه
…

	1
	مرور ادبیات و جمع‌آوری مقالات مرتبط
	1
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	2
	جمع‌آوری و پیش‌پردازش داده‌های بیوانفورماتیکی (RNA-seq, miRNA, methylation)
	2
	· 
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	3
	تحلیل بیان ژن‌های HOX و تعیین ژن‌های دیفرانسیل
	2
	
	· 
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	4
	تحلیل miRNA و شبکه miRNA–mRNA
	1
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	5
	تحلیل داده‌های متیلاسیون ژن‌های HOX
	1
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	6
	طراحی آزمایش‌های آزمایشگاهی (RT-qPCR و MSP-PCR) و پرایمرها
	1
	
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	7
	جمع‌آوری نمونه‌ها و استخراج RNA/DNA
	1
	
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	8
	انجام RT-qPCR و MSP-PCR برای ژن‌های منتخب
	1
	
	
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	

	9
	تحلیل آماری داده‌های آزمایشگاهی و همبستگی با داده‌های بیوانفورماتیکی
	1
	
	
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	

	10
	اعتبارسنجی نتایج در cohort مستقل / cross-validation
	1
	
	
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	
	

	11
	نگارش گزارش، مقاله و ارائه نتایج
	1
	
	
	
	
	
	· 
	
	
	
	
	
	
	


· با توجه به طول مدت اجراي طرح و انجام عمليات اجرايي ، مقياس و تقسيم بندي زماني مي تواند با نظر مجري انجام پذيرد.  دريافت گزارشات با توجه به جدول گانت مصوب صورت مي پذيرد.
· زمان شروع طرح از هنگام تصويب طرح در شوراي پژوهشي و کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه محاسبه مي گردد. ضمنا مجری یا مجریان به هیچ عنوان قبل ازابلاغ رسمی از سوی شورای پژوهشی دانشگاه و عقد قرار داد حق شروع مطالعه را نداشته و با آنها طبق مقررات اقدام خواهد شد.
قسمت سوم: هزينه های طرح
1 ) مجریان و همکاران اصلی: 
	رديف
	نام و نام خانوادگی
	نوع فعاليت
	رتبه علمي/
مقطع تحصیلی
	کل ساعات همکاری
	حق الزحمه در ساعت
	جمع (ريال)

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	
	

	5
	
	
	
	
	
	

	6
	
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	
	

	8
	
	
	
	
	
	

	9
	
	
	
	
	
	

	10
	
	
	
	
	
	

	جمع                                                       ريال



2 ) هزينه آزمايش ها و خدمات تخصصي كه توسط ديگر موسسات صورت مي گيرد.
	
ردیف
	موضوع  آزمايش يا خدمات
تخصصي
	مركز سرويس  دهنده
	تعداد كل دفعات
	هزينه براي دفعه
	جمع (ريال)

	1
	Real-time PCR برای ژن‌های HOX
	مرکز ژنتیک دانشگاه / آزمایشگاه تخصصی
	25
	5000,000
	125,000,000

	2
	MSP-PCR برای بررسی متیلاسیون
	مرکز ژنتیک دانشگاه / آزمایشگاه تخصصی
	25
	4000,000
	100,000,000

	3
	طراحی و ساخت پرایمرهای اختصاصی
	شرکت خدمات ژنتیک / مرکز تحقیقاتی
	5
	2000,000
	10,000,000

	4
	آنالیز کیفی RNA و DNA (Bioanalyzer / NanoDrop)
	مرکز خدمات آزمایشگاهی دانشگاه
	50
	500,000
	25,000,000

	5
	تحلیل بیوانفورماتیکی داده‌ها توسط مشاور تخصصی
	مرکز مشاوره بیوانفورماتیک
	1
	50,000,000
	50,000,000

	6
	تهیه و نگهداری نمونه‌های بالینی (بانک نمونه)
	بانک خون/مغز استخوان
	50
	300,000
	15,000,000

	جمع هزينه هاي آزمايش ها يا خدمات تخصصي                                                                            325,000,000   ريال



وسايل و موادي كه بايد از اعتبار اين طرح از خارج يا داخل كشور خريداري شود :
3 ) وسايل غير مصرفي:
	ردیف
	نام دستگاه
	كشور سازنده
	شركت سازنده
	آيا در ايران موجود است ؟
	شركت فروشنده ايراني
	تعداد لازم
	قيمت واحد
	قيمت كل

	1
	Real-time PCR System
	آمریکا
	ABI / Thermo Fisher
	بله
	نمایندگی Thermo Fisher ایران
	1
	250,000,000
	250,000,000

	2
	Thermal Cycler (PCR)
	آلمان
	Eppendorf
	بله
	نمایندگی Eppendorf ایران
	1
	100,000,000
	100,000,000

	3
	Bioanalyzer
	آمریکا
	Agilent
	بله
	نمایندگی Agilent ایران
	1
	150,000,000
	150,000,000

	4
	Nanodrop
	آمریکا
	Thermo Fisher
	بله
	نمایندگی Thermo Fisher ایران
	1
	120,000,000
	120,000,000

	جمع                                                                                                                                   620,000,000      ريال


مجری مؤظف است در صورت خرید وسایل و لوازم غیر مصرفی، پس از اتمام تحقیق آن را به معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه تحویل دهد.

4 ) مواد مصرفي:
	ردیف
	نام مواد
	كشور سازنده
	شركت سازنده
	آيا در ايران موجود است ؟
	شركت فروشنده ايراني
	تعداد لازم
	قيمت واحد
	قيمت كل

	1
	کیت استخراج RNA
	آلمان
	Qiagen
	بله
	نمایندگی Qiagen ایران
	25
	3,000,000
	75,000,000

	2
	کیت استخراج DNA
	آلمان
	Qiagen
	بله
	نمایندگی Qiagen ایران
	25
	2,500,000
	62,500,000

	3
	کیت Real-time PCR (SYBR Green)
	آمریکا
	Thermo Fisher
	بله
	نمایندگی Thermo Fisher ایران
	5
	4,000,000
	20,000,000

	4
	کیت MSP-PCR / Bisulfite Conversion
	آمریکا
	Zymo Research
	بله
	نمایندگی Zymo Research ایران
	5
	5,000,000
	25,000,000

	جمع                                                                                                  182,500,000     ریال


5 ) هزينه مسافرت ( در صورت لزوم ):
	مقصد
	تعداد مسافرت در مدت اجراي طرح و منظور از انجام آن
	نوع وسيله نقليه
	تعداد افراد
	هزينه به ريال

	

	
	
	

	


	جمع هزينه هاي مسافرت                                                          ريال


6 ) ساير هزينه ها:
	هزينه هاي تكثير اوراق پرسشنامه
	

	هزينه تكثير نشريات و كتب مورد لزوم و تايپ و تكثير گزارش نهايي طرح 
	

	 هزينه هاي ديگر ( پيش بيني نشده )
	

	جمع ساير هزينه ها                                                              ريال


7 ) جمع هزينه هاي طرح:
	جمع هزينه هاي کارکنان
	                                                                         ريال

	جمع هزينه هاي آزمايش و خدمات تخصصي
	                                                                          ريال

	جمع هزينه وسايل غير مصرفي 
	                                                                      ريال

	جمع هزينه وسايل و مواد مصرفي 
	                                                                       ريال

	جمع هزينه هاي مسافرت
	                                                                    ريال

	جمع ساير هزينه ها 
	                                                                     ريال

	جمع كل 
	                                                                      ريال


8) در صورتی که این تحقیق با حمایت و مشارکت یک سازمان/  دانشگاه دیگر انجام می شود، لطفاً نام، نحوۀ مشارکت و میزان حمایت مالی ذکر شود:نام سازمان / دانشگاه:
نحوۀ مشارکت:   مالی:   مواد:  دستگاه/ تجهیزات            خدمات تخصصی  مشاورۀ علمی
میزان مشارکت مالی:                            ریال
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