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  21/1/90: پذیرش مقاله،   2/12/89 : دریافت مقاله
Øترین عوامل ایجاد کننده لوسـمی لنفوبلاسـتیک حـاد    یکی  از مهم .ترین بدخیمی کودکان استلوسمی حاد شایع:  مقدمه(Acute 

Lymphoblastic Leukemia) از جملـه ایـن پروتوانکوژنهـا،    .  جهش هاي مربوط به پروتوانکوژنها و تبدیل آنها به انکوژن ها می باشـد
 ایرانی وجـود نداشـت بـر آن شـدیم میـزان      ALLی جهش این ژن در کودکان آماري از فراواناز آنجایی که . استN-RAS پروتوانکوژن 

    . بررسی نماییمALLفراوانی این جهش را در تعدادي از این بیماران بررسی و ارتباط این جهش ها را با سن، جنس و نوع 
Øنفر کودك بیمار با تشخیص 60در این مطالعه توصیفی : ها مواد و روش ALL ) 32 نفرcommon-ALL ،20 نفرpreBALL، 6 نفر 

T-ALLنفر2 و  BALL ( نفر مونث از نظر جهش هاي ژن 20 نفر مذکر 40 سال،شامل 14 ماهه تا 11 با طیف سنی N-RAS12هاي  در کدون ،
   .  مورد بررسی قرار گرفتندPCR-RFLP با روش 61 و 13
Ø هاي  جهش: ها یافتهN-RAS   فراوانی کلی جهـش  .   سال بودند5شد، بیشتر آنها مذکر و کمتر ازبیماران شناسایی   ) 60/7% (7/11 در

   . بودندc-ALL%) 4/71(به دست آمد و بیشتر بیماران  داراي جهش %  7/1و% 3/3، %3/8 به ترتیب 61 و 13، 12ها در کدونهاي 
Ø    شده توسط سایر محققان تفاوت چنـدانی  نتایج بدست آمده در این تحقیق از نظر فراوانی جهش  با آمار ارائه      : گیرينتیجهبحث و

  .  نداشت
Ø ژن لوسمی لنفوبلاستیک: هاي کلیديواژه ، N-RAS ،PCR-RFLPپروتوانکوژن، 
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  مقدمه
% 77). 1(لوسمی حاد شایعترین بدخیمی کودکان است

 Acute)هاي کودکان از نوع لنفوبلاستیک حادلوسمی

Lymphoblastic Leukemia) میلوبلاستیک از نوع % 11 و
درصد 12بوده و (Acute Myeloblastic Leukemia)حاد

درلوسمی لنفوبلاستیک حاد ). 2(از سایر انواع لوسمی می باشد
جهش در . شوندمی درگیر BوTهايسازهاي لنفوسیتپیش

پروتوانکوژنها و تبدیل  آنها به انکوژن از عوامل موثر در ایجاد 
از شایعترین تغییرات  RASهاي انکوژن جهش.ها استبدخیمی

هاي انسان از جمله لوسمی لنفوبلاستیک ژنتیکی در بدخیمی
  ).4و3(باشندحاد می

 N-RAS کیلودالتونی کد شده توسط ژن21پروتئین
گیرد و با نرمال در قسمت داخلی غشاي پلاسمایی قرار می

هاي  موجب فعال شدن سیگنالGTPخاصیت اتصال به 
 RAFهاي هدف مانند مولکول  پائین دست از طریق 

این ).5- 8(گردد کیناز میMEK-1 کیناز وPI3کینازها، 
هاي ها توانایی تحریک طیف وسیعی از پاسخسیگنال

بیولوژیکی از تکثیر تا مرگ سلول را به واسطه تحریک 
رونویسی و بیان ژنهاي مؤثر در تکثیر، تمایز و آپوپتوزیس 

  .)9(دارند
 N-RASر ژن هاي مختلف خونی بیشتدر بدخیمی
است به علت بیان بالاي این شود که ممکن دچار جهش می

 H-RAS و K-RASخونساز نسبت به هاي سلول ژن در
 با فعال نمودن خاصیت RASجهش در ژن .)10(باشد

پروتئین کینازي و در نهایت فعالیت فاکتورهاي نسخه 
گردد، این تغییر موجب فعال نگه داشتن برداري می

    م و القا ترانسفورماسیون در سلول  پیامسیرهاي انتقال

اي بوده و بیشتر هاي این ژن نقطهجهش). 12و11(شودمی
  .)14و13(دهدمیرخ 61و13،12هايکدون در

 گزارش ALL موارد درصد6-11در N-RASجهش ژن 
 هايکدونبه منظور بررسی فراوانی جهش در.)15و9(شده است

 بررسی وجود  در کودکان ایرانی وN-RASژن  61و13،12
 60و نوع لوسمی لنفوبلاستیک ها با سن، جنسارتباط این جهش

نفر کودك مبتلا به  لوسمی لنفوبلاستیک حاد از بیمارستان فوق 
تخصصی خون و انکولوژي محک تهران قبل از شروع شیمی 

  . مورد بررسی قرار گرفتندPCR-RFLPدرمانی توسط روش 

  هامواد و روش
 نفر کودك مبتلا به 60 در این مطالعه توصیفی

لوسمی لنفوبلاستیک حاد تازه تشخیص داده شده از 
بیمارستان فوق تخصصی خون و انکولوژي محک تهران 

سال 14 تاماه 11با سن ،مونثنفر 20 نفر مذکر و40شامل
بیماري توسط آزمایشات  .مورد بررسی قرار گرفتند

بالینی توسط پزشک معالج تخصصی فلوسیتومتري و علائم 
این طرح در دهمین جلسه کمیته . شخیص داده شدت

ق در پژوهش دانشگاه علوم پزشکی لرستان مورخ اخلا
پس از کسب رضایت .  به تصویب رسید)2بند (14/12/87

لیتر خون محیطی در  میلی2نامه کتبی از والدین بیماران 
 با DNAاستخراج . گرفته شدEDTAماده ضد انعقاد 

 با 61و13،12کدانهاي . د سیناژن انجام گردیdNPکیت
 Nested PCRی با روش استفاده از پرایمرهاي اختصاص

در این روش با استفاده از یک جفت پرایمر  .ندتکثیر شد
 و سپس توسط هتري از ژن تکثیر شدیک قطعه بزرگ

  نیزپرایمرهاي اختصاصی داخلی قسمت کوچکتري از ژن
  ).1جدول(تکثیر گردید
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  ایمرهایی که مورداستفاده قرار گرفته اندتوالی پر-1جدول شماره 
  طول قطعه تکثیر شده  توالی پرایمرها  نام پرایمر

NB12پرایمرهاي مربوط به تکثیر  قطعه خارجی 231و Nested PCR13 و12  کدون هاي   NB12:5'ctctatggtgggatcatattca3' 
231:5'aagctttaaagtactgtagat3' 

bp189  

 '12R:5'tgtcagtgcgcttttcccaacatc3  12ون پرایمرهاي داخلی جهت تکثیر کد
12F:5'atgactgagtacaaactggtggtg3'  

bp60  

 '13R:5'gattgtcagtgcgcttttcccatc3  13پرایمرهاي داخلی جهت تکثیر کدون 
12F:5'atgactgagtacaaactggtggtg3'  

bp63  

 'N61A:5'gacatactggatacagcggc3  61پرایمرهاي مربوط به تکثیر کدون 
N61B:5'cctgtcctcaatgtattggtc3'  

bp65  

نـش  ــایی  PCRواکــ ــم نهـ ــاملµL25 در حجـ  µL 5/2 شـ
ــافر  X10،µL 75/0 MgCl2) mM 50 (،µL5/0 Mm)بــــ

dNTPs 10 (  ،µL 5/0  از هر پرایمر با غلظـت µM 10  واحـد   ، یـک
یـنا ژن  (DNA Tag polymeraseآنــزیم   -µL/ng200(و ) سـ

150 (DNA µL 1د اسـتـفاده دماهــاي مــور.   ژنــومی انجــام گردیــد
 بـدین شـرح     13 و   12هـاي   کـدون   جهت تکثیر قطعه خارجی جهت      

 ـ 3بـه مـدت   oC94باشد، دماي واسرشته سازي اولیه  می راي دقیقـه و ب
 ثانیـه و دمـاي اتـصال     سـی ، oC94 و سپس واسرشته سـازي  یک دور

oC56 ،  ثانیه، دماي توسعه    سی oC30  دور 35بـراي  ، هفتاد و دو ثانیـه 
جهـت  .  دقیقه و براي یـک دور      10 به مدت  oC72یی  و دماي توسعه نها   

 از شـرایط فـوق و دمـاي    13 و 12تکثیر قطعه داخلی مربوط به کـدون   
   از دمـاي اتـصال  61 مربوط به کـدون  PCR ، در موردoC62 اتصال 

oC 60استفاده گردید  .  
 جهــت اطمینــان از تکثیــر قطعــات مــورد PCR پــس از انجــام

ــصولات  ــی، محـ ــارزPCRبررسـ ــان%( 5/1  روي آگـ ) ســیـگما، آلمـ
و 12 مربوط به کـدون      PCRجهت هضم محصولات    .  الکتروفورزشدند  

13،L μ5  از محـصول PCR    13 یـا  12 مربـوط بـه کـدون ،Lμ 5/1 
) ، انگلـستان HphI)Bio Labs آنـزیم  Lμ 5/0 بـه همـراه   10Xبـافر 

در صــورت وجــود .  آنکوبـه گردیــد oC 37 ســاعت در12بـراي مــدت   
مربـوط بـه کـدون     ) PCR) bp60برش محصول    آنزیم قادر به     ،جهش

 نمی باشـد و در صـورت عـدم وجـود     13مربوط به کدون  bp 63 و12
 را بـرش زده و       PCR آنزیم محصولات    13 و   12جهش در مورد کدون     

 bp و bp 15(و ) bp46 وbp 14(به ترتیب منجـر بـه ایجـاد قطعـات     
  .)3و2شکل (گرددمی) 48

      :ها یافته 
هـاي   ابتـدا توسـط پرایمر    N-RAS از ژن    12،13،61هاي  کدون

 Nested( و سپس توسط پرایمـر هـاي داخلـی    خارجی تکثیر گردید

PCR (      شجهـت بررسـی جه ـ  .  قطعات کوچکتري از ژن تکثیـر شـد ،
بعلـت  .   توسط آنزیم هاي برش زننده برش زده شـد         PCRمحصولات  

کوچکی قطعات حاصل از آنزیم محصولات بر روي ژل پلی اکریل آمیـد            
لکتروفورز شده و براي مشخص کردن باند هاي مربوطـه ، ژل  بـا رنـگ     ا

هـضم    ).2-4شـکل   (آمیزي اختصاصی نیترات نقره رنگ آمیـزي شـد          
د کـدونهاي    مانن ـMscI باآنزیم 61 مربوط به کدون     PCRمحصولات  

در صورت عدم وجـود جهـش بـرش آنـزیم باعـث             .  انجام شد  13 و   12
د و درصـورت وجـود جهـش    مـی شـو  ) bp44 وbp 21(ایجاد قطعـات 

  ). 4شکل(نمی باشد ) PCR) bp65آنزیم قادر به برش محصول 
  

 
  
  
  
  
  

اـرز   Nested PCRنتایج تکثیر قطعه خارجی -1 شمارهشکل  SM%.  1 بـر روي ژل اگ
  .نمونه بیماران می باشد 1-11 نمونه کنترل منفی، و -C،)سایز مارکر(
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 بـر روي ژل پلـی   12ت تکثیر شده کدون      نتایج هضم آنزیمی محصولا    -2شمارهشکل  
 2 هضم نمونه نرمال، ستون      1، ستون   pUC19 سایز مارکر    SM، ستون   %7اکریل آمید   

تـونهاي        نـشان دهنـده هـضم آنزیمـی        14 الـی    3نمونه نرمال بدون هضم آنزیمی،س
اـي  .  می باشدHphI با آنزیم 12کدون  Nested PCRمحصولات  ، 6، 5، 4، 3نمونه ه

  . فاقد جهش می باشند14و 13، 12، 9، 7اراي جهش و نمونه هاي  د11و 10، 8
 

   

  
  
  

تـون   . 13 مربوط بـه کـدون      PCR نتایج هضم آنزیمی محصولات      -3 شماره شکل س
SM  سایز مارکر PUC19   اـل بـدون      17 هضم نمونه نرمال، ستون      16، ستون  نمونه نرم

  PCRت  نـشان دهنـده هـضم آنزیمـی محـصولا     14 الی 3هضم آنزیمی،ستونهاي 
Nested  اـي        13،  9،  6،  5 می باشد، نمونه هاي      13کدون ، 3 1،2 داراي جهش و ستون ه

  .   شامل نمونه هاي فاقد جهش می باشند14،16، 12، 11، 10، 8، 7، 4
  
  
  
  
  
  
  

 روي ژل پلـی  61 کـدون  PCR الکتروفورز هضم آنزیمی محـصولات  -4شماره شکل
 نمونه نرمال بـدون هـضم آنزیمـی،     1  سایز مارکر و ستون    SM، ستون   %7اکریل آمید   

اـي داراي جهـش و     19،  13،  11 نمونه نرمال با هضم آنزیمی، ستونهاي      2ستون    نمونـه ه
 نمونه هاي بدون هـضم آنزیمـی اسـت کـه در     18، 16، 14، 12، 10، 9،  7،  5ستون هاي     

  .کناره نمونه هاي هضم شده به عنوان کنترل گذاشته شده است
ــش  ــی جه ــه طــور کل ــاي ژنب ) 60/7% (7/11 در N-RAS ه

جهش هاي شناسـایی شـده همگـی     ).  2جدول  (بیماران شناسایی شد    

 نفـراز   5. هتروزیگوت بودند و هیچ جهش هموزایگوتی مشاهده نگردیـد        
 نفـر از بیمـاران   6.  نـد  نفـر مونـث بود  2بیماران داراي جهـش مـذکر و     

یـش از  1 سال و  5کمتر از   داراي جهش،    تـند   5 بیمار ب .  سـال سـن داش
، %3/8 بـه ترتیـب      61 و   13،  12فراوانی کلی جهـش هـا در کـدونهاي          

و 12یک بیمـار همزمـان در کـدون هـاي           .  به دست آمد  %  7/1و% 3/3
 بیمـاران داراي جهـش از نـوع     %4/71) 2جـدول   ( داراي جهش بود     13

c- ALL جهش ها در بیماران % 6/28، وTALL شناسایی شد .  
  

 ژن  61 و   13،  12اي جهش در کدونهاي     مشخصات بیماران دار  -2جدول شماره 
N-RAS 

  جنس  )ماه(سن  ALLتشخیص نوع   شماره بیمار  موتاسیون کدون
12  13  61  

1  c- ALL  36 مذکر +   
2  c- ALL  24 مونث  +  
3 c- ALL 30 مذکر +   
4 c- ALL 60 مذکر   + 
5 T -ALL 38 مونث +   
6 T-ALL 72 مذکر +   
7 c- ALL  42 مذکر + +  

 
  :گیريبحث و نتیجه

این خانواده شامل ژنهاي . استRAS از خانواده NRASپروتوانکوژن 
NRAS,K-RASو  HRAS هاي خونی بوده که در بدخیمی

روي کروموزوم این ژن . شود دچار موتاسیون میNRASبیشتر 
1)1p13.2(4978 قرار داشته و از bp این ژن.  تشکیل شده است 

P21RASنماید که خاصیت را کد میGTPaseبه نظر  داشته و 
اي در هاي نقطهجهش. آن در کنترل رشد سلول باشدرسد نقش می
 را در حالت فعال N-RAS ،P21RAS ژن 61 و12،13هاي کدون

نگ با فعالیت پیوسته مسیر سیگنالی نگه داشته و GTPبه متصل 
   .)11،12(شود موجب القاء ترانسفورماسیون می

 در ALLدرصد موارد در بیماران %6-11تحقیقات نشان داده که  در 
 ALL جهش ایجاد و باعث RAS از ژن 61 و 13، 12هاي کدون
بیماران % 3/8نتایج حاصل از تحقیق نشان داد که .  )15و9 (گرددمی
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 داراي جهش 61در کدون % 7/1 و 13در کدون % 3/3، 12در کدون 
داد  نشان ALL کودك 125مطالعه یوکوتا و همکاران از . هستند

 داراي جهش N-RAS ژن 61 و 13، 12هاي بیماران در کدون% 11
 ALL کودکان %10داد ناکائو و همکاران نشان  مطالعه ). 6(بودند

، سه نفر در کدون 12نفر در کدون  13، بودندN-RASداراي جهش 
   .)11( موتاسیونی گزارش نکردند61 و در کدون 13

 موتاسیون ALL کودك 870در مطالعه پرنتسیس و همکاران روي 
 و 13 و12هايدر کدون% 3/9گزارش شد که % N-Ras ،  7/10ژن 

 125مطالعه یوکوتا از ). 4( داراي جهش بودند61در کدون % 4/1
 preBALL  نفر c-ALL ، 22 نفر 64 ژاپنی شامل ALLکودك 

 نفر 1 تمایز نیافته وALL نفر BALL ، 3 نفر TALL،2 نفر ،33،
ALLگزارش % 11بندي نشده، میزان موتاسیون مذکور را  طبقه
ر  را دN-RASاین مطالعات فراوانی مشابهی از جهش ژن ). 16(نمود

 61در مطالعه ناکائو در کدون . دهدمقایسه با مطالعه حاضر نشان می
در مطالعه پرنتسیس میزان جهش ولی ، )11(جهشی شناسایی نشد

به % 7/1و در مطالعه حاضر میزان این جهش % 4/1 ، 61در کدون 
با ( سال 5بیشتر بیماران داراي جهش در تحقیق حاضر زیر. دست آمد
یانگین بودند، در حالی که بیماران فاقد جهش م)  سال6/3میانگین 

ي به هاي بیشتر تحقیق ما بررسی ایندر.  سال داشتند5سنی بالاي 
 N-RASهاي ژن  و جهشALLمنظور یافتن ارتباط بین نوع 

 نفر 32 که شامل ALLنفر بیمار مبتلا به 60میان  از .صورت گرفت
Common ALL ،20 نفرPre BALL ، 6 نفر TALL نفر2 و  

BALL از )٪4/71( نفر5 در 61و13،12 ، جهش هاي کدانهاي
در  . شناسائی شدندTALL) ٪6/28( نفر 2و c-ALL بیماران

گونه جهشی  هیچBALLو  Pre BALLحالیکه در بیماران
-Nهاي ژن این بررسی نشان داد بین وقوع جهش.  شناسائی نشد

RAS و c-ALLنفر از 9در مطالعه یوکوتا .  ارتباط وجود دارد 
% ) 7/11( نفر 2 و TALL%)1/24( نفر cALL، 3%) 2/64(کودکان 
دي با مطالعه حاضر  تمایز نیافته بودند که تا حدوALLاز نوع 

-در تحقیق ما، از بین بیماران داراي جهش در  کدون. مشابهت دارد

% 6/28 بیماران  مذکر و% N-RAS ، 4/71 ژن 61 و13، 12هاي 
نس مذکر باشند که  نسبت فراوانی بیشتري از جهش در جمونث می
تواند به علت البته این نتیجه می.  دهد مونث نشان میرا نسبت به

لذا در . تعداد بیشتر بیماران مذکر در مقایسه با جنس مؤنث باشد
 و بررسی تعداد ALLتحقیقات آینده استفاده از تعداد مساوي از انواع 

 دو جنس در مطالعات مشابه بیشتري از بیماران در تعداد برابري از
هاي  همچنین استفاده از روش.تري را فراهم سازدر نتایج معتبتواندمی

- میPCR-RFLP در کنار Direct Sequencingدیگري مانند 

  .را فراهم نماید تواند دقت بیشتري را جهت شناسایی این جهش

  : تشکر و قدردانی
بدینوسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی لرستان به 

 نیاز و نیز از کارکنان بیمارستان فوق دلیل تامین هزینه هاي مورد
  .ویژه همکاران بخش هماتولوژي قدردانی می نماییمهتخصصی محک ب
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