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 ـاخ .كند يدي ايفا ميئست كه نقش مهمي در اختلالات ميلويك تيروزين كيناز غير رسپتوري ا  JAK2 :زمينه و هدف    راي
 شـده   شناسـايي (MPNs) ميلوپروليفراتيوهاي   مبتلا به نئوپلاسممارانيب از ياديز تعداد در JAK2 V617Fي اكتساب جهش
 ـنوكلئوت در T به G رييتغ ازجهش ناشي    نيا .است   9 كرومـوزوم ي  رو بـر  واقـع  JAK2 ژن از 12 اگـزون  در 1849 دي

 ـي جـا  به نيآلان ليفن نهيدآمياسي نيگزيجا به منجر كهاست   ـموقع در نيوال  ـ از 617 تي در . گـردد  يم ـ JAK2 نييروتپ
 بـر   )AS-PCR(  و آلـل اختـصاصي     DNA بـر روي     )ARMS-PCR(ها   مطالعه حاضر دو روش سيستم تكثير متزلزل جهش       

در اين مطالعـه    . انجام شده از نوع تجربي بود      مطالعه: روش بررسي  .اند در ارزيابي اين جهش مقايسه شده      RNAروي  
 بيمار با تشخيص جديد يـا در حـال درمـان مبـتلا بـه      58دفي ساده، در گيري تصا  با روش نمونهJAK2 V617F جهش

براي تاييد نتايج، سه نمونه از       . مورد ارزيابي قرار گرفتند    AS-PCR و   ARMS-PCRهاي ميلوپروليفراتيو با روش      بدخيمي
ي در بيمـاران  نتـايج مـشابه   AS-PCR و ARMS-PCRبـا هـر دو روش    :ها يافته . قرار گرفـت  Sequencingبيماران مورد

اوليـه بـا روش     ي  تميترومبوساما در بيماران     .به دست آمد  ) %5/61(اوليه   بروزيلوفيمو بيماران   %) 6/86 (ورا يتميس يپل
ARMS-PCR   15/7(%6/46 شيوع(  و با روش AS-PCR 53 شيوع%)وجـود جهـش توسـط روش     .به دسـت آمـد  ) 15/8
Sequencing   يزان شيوع جهش    م: گيري  نتيجه . مورد تاييد قرارگرفتJAK2               بـا هـر دو روش، قابـل مقايـسه بـا نتـايج 

  .باشدوابسته به تكنيك مورد استفاده  تواند مي باشد و تفاوت در نتايج گزارش شده گزارش شده قبلي مي
  

آلل، سيستم تكثير    -اي پليمراز اختصاصي   هاي ميلوپروليفراتيو، واكنش زنجيره    ، نئوپلاسم JAK2جهش   :كليدي كلمات
 .ها زل جهشمتزل

 

  

  
 ترومبوسـيتمي اوليـه   ،PV( Polycythemia Vera(ورا  سـيتمي  پلـي 

)ET(Essential Thrombocythemia  ــه ــوفيبروز اولي   Primary، ميل
Myelofibrosis (PMF)   و لوسمي ميلوئيـدي مـزمنChronic Myeloid 

Leukemia (CML)ًهاي ميلوپروليفراتيو   تحت عنوان نئوپلاسم مجموعا
شـوند،   بندي مـي  طبقه Myeloproliferative Neoplasms (MPN) مزمن

ش از  ساز چند ظرفيتي و توليـد بـي        ي يك سلول پيش    زيرا تكثير ريشه  
، به عنوان پاتوفيزيولوژي آنها مطـرح       حد يك يا چند رده سلول خوني      

ــت ــال 1.اس ــش 2005 در س ــمJAK2 V617F، جه ــاي   در نئوپلاس ه
 2-5.اده از چندين روش شناسـايي شـد        با استف  (MPNs) ميلوپروليفراتيو

JAK2            يك تيروزين كيناز غير رسپتوري است كه نقش مهمي در مسير 

 و فـاكتور  5، 3هـاي مختلـف نظيـر اينترلـوكين         سيگنالينگ سايتوكاين 
 6.كنـد   ايفـا مـي    (GM-CSF)گرانولوسـيت، مونوسـيت      -محرك كلوني 

Janus Kinase 2 (JAK2)ست كه يك  يك تيروزين كيناز سيتوپلاسمي ا
، يـك دومـين   JAK Homology 1 (JH1)دومين تيـروزين كينـاز فعـال    

، يـك  JAK Homology 2 (JH2)سودوكيناز غير فعال از نظر كاتاليتيك 
ترمينـال  -N و يك دومـين همولـوژي   SRC Hmology 2 (SH2)دومين 

(FERM) 4-point-1, Erzin, Radixin, Moesin دارد و جهـش  JAK2 

V617F   ايـن جهـش از طريـق       . وكيناز واقع شده اسـت    در دومين سود
 واقـع بـر     JAK2 از ژن    12 در اگزون    1849 در نوكلئوتيد    T به   Gتغيير  

شود كه منجر به جـايگزيني اسـيدآمينه      مشخص مي  9روي كروموزوم   
. گـردد  مي JAK2 از پروتئين    617در موقعيت    جاي والين  به آلانين فنيل
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 در غياب سايتوكاين رخ     JAK2سازي مداوم    در نتيجه اين جهش، فعال    
يك فاكتور مستعدكننده بـراي      JAK2V617F بنابراين جهش  7و8.دهد مي

 ايـن جهـش در      از اينـرو كـشف     9.شـود   محسوب مـي   MPNپيشرفت  
كنون تا 7و8و10.بيني پاسخ درمان مفيد است     آگهي و پيش   ، پيش تشخيص

: مانندكار برده شده است،      هاين جهش ب  چندين تكنيك براي شناسايي     
DNA-PCR-Sequencing Genomic ،RT-PCR ،ARMS-PCR ،Allele –

Specific PCR ،PCR-Restriction Analysis و Real-Time PCR . در
هـاي مختلـف و      هاي به كار رفته توسـط گـروه         انواع تكنيك  1 جدول

در مطالعه حاضـر ميـزان      . ها ذكر شده است    ميزان حساسيت اين تست   
 با استفاده از دو PMF و PV ،ETان  در بيمارJAK2 V617Fشيوع جهش 

  .ندا هشد مقايسه AS-PCR و ARMS-PCRروش 
  

  

  

 ـ بـا روش نمونـه    . مطالعه انجـام شـده از نـوع تجربـي بـود            ري گي
 بيمار  58هاي خون محيطي     نمونه ،تصادفي ساده، پس از اخذ رضايت     

ــدخيمي   ــه ب ــتلا ب ــان مب ــا در حــال درم ــد ي ــا تــشخيص جدي هــاي  ب
كننده به بخش خـون       نمونه كنترل طبيعي مراجعه    50 ميلوپروليفراتيو و 

در تهـران   خمينـي     دكتـر شـريعتي و امـام       هـاي   و انكولوژي بيمارستان  
آوري و سـپس بـا دو         جمع 1387فاصله زماني ارديبهشت تا آبان سال       

مورد  JAK2V617Fاز نظر وجود جهش    AS-PCR و   ARMS-PCRروش  
بـر   MPNبيمـار   عنـوان  شناسايي اين بيمـاران بـه  . ندبررسي قرار گرفت  

  .هاي آزمايشگاهي انجام گرفته است اساس پرونده پزشكي و يافته
ARMS-PCR  جهت شناسايي جهشJAK2 V617F: از فرد مبتلا مقدار 

ml5 حاوي ضد انعقاد  خون وريدي در لولهEDTA گرفته و DNA 
براي ارزيابي  . از خون تام استخراج شدKيناز يپروتتوسط روش 

در اين  . استفاده شدARMS-PCRاز تكنيك JAK2 V617F  جهش
 Forward Outerيك پرايمر :شود  پرايمر استفاده ميچهارتكنيك از 

(FO)يك پرايمر ، Reverse Outer (RO) يك پرايمر ،Forward Wild-

Type specific (FWT)و يك پرايمر  Reverse mutant-specific 

(RMT).  واكنش PCRدر حجم نهايي µl25 چرخه انجام شد40 و در . 
-  و غلظت نهايي پرايمرng25 ژنوميك، DNAبراي هر واكنش، مقدار 

 بود l1 برابر با RMT و غلظت l5/0هر سه  FWT و FO ،ROهاي 
 الكتروفورز و سپس %3 بر روي ژل آگارز PCRمحصول  ).2جدول (

آميزي شد و از نظر وجود يا عدم وجود  توسط اتيديوم برومايد رنگ

 JAK2 از ژن RO و FOپرايمرهاي . د بررسي قرار گرفتجهش مور
-Wild يك آلل RO و FWTپرايمرهاي  .دهند  ميbp 463يك باند 

type  229را تكثير و باعث توليد يك باند bpشوند و پرايمرهاي   مي
F0   وRMT 279 يك باند bp1شكل  (كنند  از آلل موتانت ايجاد مي.(  

ASO –PCR  جهت شناسايي جهشJAK2 V617F: جداسازي و 
 TRIZOLخون با استفاده از  هاي سفيد كل گلبول از RNAتخليص 

(Sigma, USA)در استخراج  . انجام شدRNA تام نسبت تعداد سلول 
ايزوپروپانول و  ml5/0كلروفرم،  Trizol، ml2/0 از محلول ml1به 
ml1 مقدار  . رعايت گردد%75 اتانلRNA با روش تعيين دانسيته 

گيري شد و   اندازهnm260ميزان جذب در طول موج  و )OD(نوري 
 استخراج شده به نسبت RNA .دست آمد ه از رابطه زير بRNAمقدار 

 كردن دستگاه با آب مجاور set رقيق شد و پس از 100/1 يا 50/1
اگر  . نمونه خوانده شد)OD260( مقدار جذب نوري DEPCشده با 

 معني است كه غلظت  نمونه يك شود بدين(OD260)جذب نوري 
RNA برابر با g/mlμ40است .   

 RNA   غلظت)g/mlμ=(260A)نوري جذب( ×g/mlμ40 ×رقت  فاكتور
  معمول است كه برايPCR يك روش ASO-PCR اي رشته  تك

 JAK2 V617Fگزارش جهش   تشخيصي براي  عنوان روش بار به اولين 
 .)2 شكل( انجام شد% 3 با حساسيت آلل جهش يافته Baxterتوسط 

باند   يك)M(يافته   و جهش (Wt)در اين روش از هر دو نوع آلل طبيعي
bp488باند  كه يك شود، در حالي  ايجاد ميbp295  حاصل تكثير آلل

جدول ( باشد  ميجهشدهنده حضور  است و نشان )M(جهش يافته 
 براي تشخيص AS- PCRالبته بايد خاطر نشان كرد كه روش 4.)3

 Restriction روش انشده است، زيگوسيتي بزيگوسيتي طراحي 

Fragment Length Polymorphism (RFLP-PAGE) بر پايه تفسير 
  11.شود مونه تعيين مين
  

  

  
گيــري   بــا روش نمونــهJAK2 V617F در مطالعــه حاضــر جهــش

 بيمار با تشخيص جديد يا در حال درمان مبـتلا           58تصادفي ساده، در    
 و  ARMS-PCRو با اسـتفاده از دو روش        هاي ميلوپروليفراتي  به بدخيمي 

AS-PCR    جهت محاسبه ميـانگين و درصـد        . مورد بررسي قرار گرفتند
 .اسـتفاده شـد    16ويراسـت    SPSSافـزار    فراواني در هـر روش از نـرم       

 15 بيمار ميلوفيبروز اوليه و      13ورا،   سيتمي  بيمار پلي  30بيماران شامل   

 روش بررسي

 هايافته
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 بيمـار   29مونـث و    %) 50 ( بيمـار  29 .بيمار ترومبوسيتمي اوليه بودند   
 سال با حداقل سـني      53ميانگين سني كل بيماران      .مذكر بودند %) 50(

 نمونه سالم نيز به عنـوان  50به علاوه  . سال بود76 سال و حداكثر 18
بـا روش   . كنترل بررسي شدند كه از نظر وجود جهـش منفـي بودنـد            

ARMS-PCR   و AS-PCR        و  راو يتميس ـ يپل ـ نتايج مـشابهي در بيمـاران 

 نفـر   26ورا   سـيتمي   بيمـار پلـي    30از    و اوليه به دست آمد    بروزيلوفيم
داراي %) 5/61( نفـر    هـشت  بيمار ميلوفيبروز اوليـه      13و از   %) 6/86(

 ARMS-PCRاوليه بـا روش     ي  تميترومبوساما در بيماران    . جهش بودند 
به دست  ) 15/8(% 53 شيوع   AS-PCR و با روش     )15/7% (6/46شيوع  
  .شد تاييد Sequencing روش باجهش وجود  .آمد

  
  JAK2V617Fكار رفته جهت تشخيص جهش  هاي به روش: 1 -جدول

    تكنيك مورد استفاده  (%) حساسيت
10  Sequencing James, et al2  

NR (not reported) Sequencing, MALD1- TOF Levin, et al4 

40  Sequencing, ASO- PCR Baxter, et al5 

NR (not reported) Sequencing Kralovics, et al7 

2-1  ARMS- PCR, Pyrosequencing Jones, et al12 
1/0 -01/0  ASO- PCR capillary electrophoresis McClure, et al13 

10-5  Pyrosequencing Jelink, et al14 
10-5  Melting curve analysis Murugesan, et al15 

  
  ARMS-PCRبا روش  JAK2ه شده جهت شناسايي جهش پرايمرهاي استفاد: 2 -جدول

5’- TCC TCA GAA CGT TGA TGG CAG-3’ Forward outer (FO) 
5’- ATT GCT TTCCTT TTT CAC AAG AT-3’ Reverse outer (RO) 
5’- GCATTTGGT TTTAAATTATGGAGTATATG -3’ Forward wild- type specific (FWt) 
5’- GTT TTA CTT ACT CTC GTC TCC ACA AAA-3’ Reverse mutant- specific (RMt) 

  
  AS-PCRبا روش  JAK2پرايمرهاي استفاده شده جهت شناسايي جهش : 3 -جدول

Forward- 5΄-GAA GAT TTG ATA TTT AAT GAA AGC CTT-3΄ 
Reverse-5΄-GTA ATA CTA ATG CCA GGA TCA CTA AGT T-3΄ 
Mutant-5΄-AGC ATT TGG TTT TAA ATT ATG GAG TAT ATT-3΄ 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 2 و   1سـتون   . JAK2V617F جهـت غربـالگري جهـش        ARMS-PCR: 1 -شكل

 بيمـاران  8 و 5،6 ،4 ،3هـاي   سـتون  ، مثبـت JAK2 بيمـار    7كنترل مثبت و ستون     
JAK2 دهد  را نشان مي سايز ماركر10 كنترل منفي و ستون9 منفي و ستون.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 4 و 3 ،2  سـتون JAK2V617Fگري جهـش   جهـت غربـال  ASO- PCR: 2 -شكل
 منفي و سـتون     JAK2 بيماران   5ستون    مثبت، JAK2 بيمار   6كنترل مثبت و ستون     

  .دهد  سايز ماركر را نشان مي1 كنترل منفي و ستون 10

10    9      8      7      6     5      4     3     2    1 

  
  

bp463  

bp279  

bp229  

10   9      8        7       6     5       4       3       2       1 

 
 

bp488  
bp295  
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 بيمـار  58 در JAK2 V617Fدر مطالعه حاضر ميزان شيوع جهـش  
ده به بخـش خـون و       كنن  هاي ميلوپروليفراتيو مراجعه    مبتلا به نئوپلاسم  

 و  ARMS-PCRخميني با دو روش       انكولوژي بيمارستان شريعتي و امام    
AS-PCR  در مطالعه مشابهي كه توسـط       .  مقايسه شدندJones    بـا روش 

ARMS-PCR انجــام گرفــت، ميــزان شــيوع جهــش در 2005 در ســال 
% 41، در ترومبوســيتمي اوليــه )72/58% (81ورا  ســيتمي بيمــاران پلــي

 از  12گزارش شده اسـت   ) 35/15% (43ر ميلوفيبروز اوليه    و د ) 59/24(
 انجـام  AS-PCR بـا روش  Baxter توسـط  در مطالعه مشابهي كهطرفي 
و  %)97( ورا سـيتمي   بيمار پلـي   73 از    نفر 71 در   JAK2جهش   5گرفت

 16 از   هـشت نفـر   بيمار ترومبوسـيتمي اوليـه، و       %) 57 (51 از    نفر 29
  Baxterگـروه .  شده استگزارشتيك بيمار ميلوفيبروز ايديوپا%) 50(

 را  V617Fتواند جهش      مي AS-PCRدر مقاله خود بيان كرده كه تكنيك        
 Jonesكه گـروه      ها شناسايي كند، در حالي        از سلول % 3حتي در سطح    

از موتاسـيون را    % 2تواننـد سـطوح يـك تـا           اند كه آنها مي     اعلام كرده 
را % 1ت تشخيصي    حساسي McClure به علاوه گروه     12.تشخيص دهند 

 در اين مطالعه ميزان شـيوع جهـش در          13.گزارش كرد  ARMSبا روش   
 Jamesهـاي     به دست آمد كه قابل مقايـسه بـا يافتـه          % PV  ،86بيماران  

)86(%،2 Jelinek) 86(%14 و Jones) 81(%12ــت ــزان  .  اس ــالاترين مي ب
-reaction (qPCR) alleleبـا روش  %) Lippert) 97شيوع توسط گروه 

specific quantitative polymerase chain16  توسـط  % 65 و كمتـرين
ــروه  ــا روش Kralovics7گـ  DNA وMicrosatellite mapping بـ

sequencing   بـالاترين ميـزان شـيوع گـزارش شـده در           .  به دست آمد
 بـا   Pyrosequencing بـا روش     Jelink مربوط به مطالعـه      PMFبيماران  
 مورد جهش را نـشان دادنـد و         18 بيمار،   19 كه از    14است% 95شيوع  

 46 كـه از  4است% 35 با شيوع Levineكمترين ميزان مربوط به مطالعه     
 بيمـار  806 بر روي Campbellدر مطالعه .  مورد مثبت بودند   16بيمار،  

مثبت و  %) 4/53( نفر   PCR allele-specific  ،414، با روش    ETمبتلا به   
 طي مقايـسه حـساسيت چنـد روش         17.ودندمنفي ب %) 6/46( نفر   362

، نشان داده شـده اسـت كـه روش          JAK2V617Fبراي تشخيص جهش    
AS-PCR     ها مثل      در مقايسه با ديگر روشRFLP،    پيروسيكوئنـسينگ و

ARMS-PCR    نتـايج حاصـل از ايـن    11. داراي حساسيت بيشتري اسـت 
 در ETجـز يـك بيمـار      در تمـام بيمـاران بـه   AS-PCRمطالعه با روش    

دهنـده حـساسيت       يكسان بود كـه نـشان      ARMS-PCRقايسه با روش    م
هاي منتشر شـده      عامل اختلاف در نسبت   . باشد  بيشتر در اين روش مي    

تواند به سه دليل عمـده         مي MPNهاي    از موارد مثبت در بين زير گروه      
حـساسيت روش تشخيـصي     ) 2،    معيارهاي تشخيص بيماري  ) 1: باشد

 DNAليز جهش بـه طـور ويـژه روي          آنا. DNAمنبع  ) JAK2  ،3جهش  
گيرد و ممكن است در تعدادي از بيماران جهش           ها انجام مي    نوتروفيل

به علاوه ممكن است    . هاي قرمز وجود داشته باشد      در پلاكت يا گلبول   
هـاي سـوماتيك      تعدادي از بيماران واقعا جهش منفي باشند و جهـش         

تـوان    فراد را نيز نمي   زمينه ژنتيكي ا  . ديگر در ايجاد بيماري موثر باشند     
 اهميـت كلينيكـال و   JAK2 V617Fتـشخيص جهـش    18.ناديده گرفت

 MPNكنـيم كـه همـه مـوارد      مـا پيـشنهاد مـي     . تشخيصي زيـادي دارد   
بندي بيمـاري و     مشكوك براي حضور اين جهش جهت كمك به طبقه        
شناسـايي ايـن    . ايجاد يك ماركر براي اهداف درماني غربالگري شوند       

هاي ميلوپروليفراتيـو    باعث تشخيص افتراقي نئوپلاسم   تواند   جهش مي 
شناسايي  .هاي واكنشي نظير ترومبوسيتوز و اريتروسيتوز شود       از حالت 

V617F    در بيماران PV هاي بيـشتر همچـون      تواند نياز براي بررسي     مي
و بيوپسي مغز استخوان را كـاهش   (Red Cell Mass)توده گلبول قرمز 

ان داراي ترومبوسيتوز، استفاده از آناليز جهش       به علاوه، در بيمار    .دهد
JAK2V617F      ممكن است در تشخيص بيماران با يـك اخـتلال سـلول
تـوان بيـان       با توجه به نتايج به دست آمده مي        .كننده باشد  بنيادي كمك 

تواننـد بـه    هايي هستند كه مـي   تكنيك ARMS-PCR و   AS-PCRكرد كه   
بي با حساسيت نسبتا بالا     هاي تشخيص ط   صورت روتين در آزمايشگاه   

 اين مطالعه حاصل يك طـرح       .جهت شناسايي اين جهش به كار روند      
 انكولوژي و پيوند مغز     -تحقيقاتي مصوب مركز تحقيقات هماتولوژي    
باشـد كـه از مـسئولين و          استخوان دانشگاه علوم پزشـكي تهـران مـي        

    .شود كارشناسان آن مركز تشكر مي
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ARMS-PCR Versus AS-PCR to evaluate JAK2V617F mutation in patients with 
non-CML myeloproliferative neoplasms 
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Background: JAK2 is a nonreceptor tyrosine kinase that plays a major role in myeloid 
disorders. This mutation is characterized by a G to T transverse at nucleotide 1849 in 
exon 12 of the JAK2 gene, located on the chromosome 9p, leading to a substitution of 
valine to phenylalanine at amino acid position 617 in the JAK2 protein. In this study we 
compared the amplification refractory mutation (ARMS) assay and allele- specific (AS-
PCR) to evaluate JAK2V617F mutation patients with non-CML myeloproliferative 
neoplasms (MPNS). 
Methods: In this experimental study we evaluated JAK2 mutation in 58 patients with a 
known or suspected diagnosis of a myeloproliferative neoplasm by simple randomized 
sampling. The mutation was detected by ARMS-PCR and AS-PCR in patients. In order to 
verify the methods, amplified products from some patients were sequenced. 
Results: The JAK2 V617F mutation was detected in 86.6%(26/30) of patients with 
polycythemia vera and 61.5%(8/13) of patients with idiopathic myelofibrosis by ARMS-
PCR and AS-PCR. 46.6%(7.15) of essential thrombocythemia patients were positive using 
ARMS- PCR method while 53%(8.15) of then were positive when AS- PCR were used. 
The mutation was confirmed by sequencing. 
Conclusions: The incidence of JAK2 mutation using above PCR methods is similar to 
previous studies. The different results may depend on the molecular technique used. 
 
Keywords: Mutation, myeloproliferative, neoplasm, PCR. 
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