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 مقاله پژوهشي 

 

 در بیماران  JAK2 V617Fبرای تشخیص جهش  PCR-RFLPروش اصلاح شده 

 های میلوپرولیفراتیو نئوپلاسممبتلا به 
 

  3، احمد فاطمي4نژاد ، علیرضا فارسي4علیرضا مرادآبادی
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
. دارنهد  متغیهری  بسهیار  بهالیني  علایهم  کهه  هستند خوني های بدخیمي جمله از ،میلوپرولیفراتیو های نئوپلاسم
در  باشهد.  مهي ( -Ph)آن فاقد و( +Ph)فیلادلفیا کروموزوم دارای گروه به دو میلوپرولیفراتیو بیماران بندی تقسیم
های نهادر قهرار    اساسي، میلوفیبروز اولیه و دیگر بیماری ورا، ترومبوسایتمي سایتمي های پليبیماری،  -Phگروه 
شهود.  باشند که با درصدهای مختلف دیهده مهي  مي JAK2 V617Fگیرد. این گروه از بیماران دارای جهش مي

 بیمهاران  در JAK2 V617Fجههش  تشخیص برای PCR-RFLP شده اصلاح اجرای روش ،مطالعه هدف از این
 .بودمیلوپرولیفراتیو  های نئوپلاسم به مبتلا

 ها روش مواد و
 گرفتند. برای تمهامي  قرار بررسي مورد ، JAK2 V617F آزمایش درخواست بیمار با 14 ،مقطعي مطالعه این در

. انجهام شهد   ARMS TaqMan Probeروش استاندارد  از استفاده با JAK2 V617F  تشخیصي آزمایش هانمونه
برای شناسایي ناحیه جهش با استفاده از  .گرفتند قرار ژني یابي توالي مورد هانمونه از برخي ،نهایي تایید جهت
مطالعهه  با توجه به این کهه در ایهن    .شداستفاده  BsaXI های اختصاصي و آنزیمآغازگر،  PCR-RFLPروش 
محاسهبه حساسهیت و    ،های منفي و مثبت به همراه یک روش استاندارد برای تعیین جهش وجود داشهت نمونه
 انجام شد.  tتحلیل نتایج توسط آزمون  % تعیین گردید.411این روش  ویژگي

 ها يافته
ههای  روشهها کهاملام مشهابه و منطبه  بها نتهایج       برای تمامي نمونه JAK2 V617Fجهش  PCR-RFLPنتایج 

 و تعیین توالي بود.  ARMS TaqMan Probeاستاندارد
 ينتيجه گير
 تهوالي  تعیهین  و Real Time PCR هایروش با ایمقایسه قابل تشخیصي حساسیت دارای PCR-RFLP روش
بیماران، وجود کنترل  هتروزیگوت و هموزیگوت انواع افتراق در آن توانایي ،شده اصلاح روش این مزیت. بود

 آن است. اقتصادی صرفه و سهولت چنین هم برای عملکرد آنزیم وداخلي 
 ، نئوپلاسم، کروموزوم فیلادلفیا PCRاختلالات میلوپرولیفراتیو،  :ات كليديكلم
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  مقدمه 
ــ       ــای نئوپلاس ــو ه ــه از ،(MPNs) میلوپرولیفراتی  جمل

 متغیـر  بسیار بالینی علاي  در که هستند خونیهای  بدخیمی
 افـزاي   ،هـا بیمـاری  اين مشترک علاي  جمله از .باشند می
 ارگـان  تـرين  مهـ   و بـوده  خـونی  هـای  سلول هایرده تمام

 بیمـاران (. 7)اسـت  اسـتخوان  مغـز  ،بیماران اين در خونساز
 کرومـوزومی  جـايی  جابـه  شناسـايی  از بعد میلوپرولیفراتیو

t(9;22) ــوزوم و ــا) کروم ــه ،(Phفیلادلفی ــروه دو ب  دارای گ
Ph)فیلادلفیا کروموزوم

Ph)آن فاقد و( +
 شـوند  مـی  تقسی ( -

Ph) فیلادلفیا کروموزوم فاقد بیماران در(. 7، 2)
 مهمترين ،(-

 اگـزون  در سـوماتیک  جه  شده شناسايی ژنتیکی اختلال
 جه  اين .باشد می (JAK2) 2 کیناز جانوس ژن 71 شماره

 نقطـه  در Gنوکلئوتیـد   جـای  بـه   Tنوکلئوتید جايگزينی با
7419(1849G>T) کــدون تغییــر باعــ  و بــوده(GTC) بــه 
 بــه والــین از مینــهآ اســید تغییــر نتیجــه در و( TTC)کـدون 
 از يکـی  JAK2 پـروتئین  (.3)شـود  مـی  (V617F)لانینآ فنیل

 در کـه  باشـد می پیام انتقال در دخیل هایپروتئین مهمترين
 و اريتروپـوتتین  قبیل از خونساز رشد فاکتورهای پیام انتقال

 دومـین  در JAK2 V617Fجهـ   .دارد نقـ   ترومبوپـوتتین 
 و فسفوريلاسـیون  در کننـدگی  مهـار  نق  که سودوکینازی

 انتقـال  نتیجـه،  در. دهدمی رخ ،دارد پروتئین اين پیام انتقال
 و داده رخ رشـد  فاکتور حضور عدم در پیام خودی به خود
 بیماران در جه  اين. شود می هاسلول پرولیفراسیون باع 
MPN بیمـاران  در کـه  طـوری  به شود می ديده بالا شیوع با 
 %94 تـا  %19 در جهـ   ايـن  (PV) ورا سايتمی پلی به مبتلا
 شـیوع  بـا ( ET)اساسـی ترومبوسايتمی  با بیماران در موارد،
 (PMF)اولیـه  میلـوفیبروز  به مبتلا بیماران در و %91 تا 23%
 تفـاوت  ايـن (. 3-1)شود می مشاهده %91 تا% 39 حدود در
 از اسـتفاده  دلیـل  به بیماران در شده مشاهده درصدهای در

 و باشـد  می متفاوت های حساسیت با مولکولی های آزماي 
 تغییـر  حاصـل  نیـز  PMF ،مـوارد  ازبسـیاری  در  چنـین  ه 

 بیمـاران  ايـن  تبديل و (PVورا) سايتمی پلی بیماران وضعیت
 بـالا  حساسـیت  بـا هـايی   آزماي  از استفاده. است PMF به

 کـه  حـالی  در شـود  مـی  کـاب   منفـی  مـوارد  کاه  باع 
 باعـ   زـنی ـ نـپايی ـ تـحساسی ـ اـب یـهاي روش از استفاده
 (. 4)گردد می مثبت موارد برخی تشخیص عدم

 يافتـه  تغییـر  روش يـک  اراتـه  ،حاضـر  مطالعه از هدف     
PCR-RFLP ــت ــخیص جه ــ  تش  در JAK2 V617F جه

که کـاربرد اصـلی آن تشـخیص     بود MPN به مبتلا بیماران
ــت ــ  راح ــر و دقی ــتفاده از روش   ت ــا اس ــر ب  PCR-RFLPت

در کــاه   ســعی ،در ايــن روش اصــلاه شــدهباشــد.  مــی
نزي  بوده که با اسـتفاده  عملکرد آ خطاهای آزماي  از قبیل

 های داخلی اين موارد بررسی شدند. از کنترل
 

  ها روشمواد و 
 :بیماران

 کننده مراجعه بیمار 11 توصیفی ـ مقطعی،  مطالعه اين در    
 بـرای  معـال   پزشک توسط که اراک رضای امام کلینیک به
 مـورد  ،بـود  شـده  JAK2 V617F زمـاي  آ درخواست ها آن
 ضـد  در بیمـاران  خـون  نمونـه  ابتـدا . گرفتنـد  قرار ررسیـب

 ها نمونه تمامی روی سپس و شده وریآ جمع EDTA انعقاد
 ARMS روش از استفاده با JAK2 V617Fتشخیصی آزماي 

Taqman Probe ( کیاژن، آلمـان ) تايیـد  جهـت . شـد  انجـام 
. گرفتنـد  قـرار  ژنی يابی توالی مورد ها نمونه از برخی ،نهايی
 ـ مثبـت  جهـ   نمونه 23 تعداد ها نمونه اين بین در  و ودهآب

 روش عنـوان  بـه  هـا  روش ايـن . بودند منفی ها نمونه مابقی
 نظـر  مـد  JAK2 V617F جهـ   شناسـايی  جهت استاندارد

 .بودند
 

 : DNA استخراج

    DNA ن، آلمـان،  ژکیـار )کیاژن کمپانی کیت از استفاده با
Mini Kit)، تعیـین  .شـد  اسـتخراج  کامل خون های نمونه از 
 وجـم ـ طـول  در نـانودرا   دسـتگاه  وسیله به DNA غلظت
 نسبت،  DNA خلوص تعیین جهت. شد انجامنانومتر  212

 242/212) نـانومتر  242 به نانومتر 212موج طول در جذ 
A )ـ دهـش ـ راجـاستخ ـ ایـه ـ نمونـه  هـهم ـ رایـب  ررسی ـب

 گرديد.
 

 :(PCR)پلیمراز ای زنجیره واکن 
 .شـد  انجـام  PCR روش از اسـتفاده  بـا  JAK2 ژن تکثیر    

 JAK2 جهـ   تشـخیص  بـرای  اسـتفاده  مـورد آغازگرهای 

V617F از بودند عبارت: 
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 PCRمحصول  یميو قطعات حاصل از هضم آنز BsaXI یمبرش آنز نواحي :4شکل 

5´-AGG ACT TTT CTG AGG ATA CA-3´ ( آغازگر
-ATA GTT TAC ACT GAC ACC TA-´5 و (جلوبرنده

 شدند طراحی ای گونهه بآغازگرها  )آغازگر معکوس(. ´3
 دو دارای و بوده bp7711  طول دارای PCR محصول که

)بیولب ـ انگلستان(  BsaX1 آنزي  برای برش ناحیه
 JAK2 V617F جه  به مربوط برش ناحیه يک باشد؛ می
و  7اشکال )آنزيمی هض  داخلی کنترل عنوانه ب ديگری و
2). 
 

  :(RFLP)آنزيمی هض  واکن 
 مـورد  ناحیـه  تکثیـر  از بعد آنزيمی هض  واکن  برای    
 قـرار   BsaXI بـا  آنزيمـی  هض  تحت PCR محصول نظر،

بـا توجـه بـه حضـور نـواحی شکسـت آنـزي  در         .گرفت
 .(2)شـکل  شود قطعات مختلفی ايجاد می،  PCRمحصول 

در اين روش با توجه به وجود يـک ناحیـه بـرش اضـافی     
نوکلئوتیـدی بـه عنـوان کنتـرل      712برای آنزي ، يک باند 

داخلــی عملکــرد آنــزي  عمــل نمــوده و بايســتی در همــه 
نمونـه دارای جهـ    ها حاضر باشد. در حـالتی کـه    نمونه
کند که بـا حـذف بانـد     ناحیه دوم شناسايی تغییر می ،باشد
شود. در اين روش اصلاه شده  نوکلئوتیدی همراه می 732

امکـان افتـرا     ،به دلیل وجود دو ناحیه برش بـرای آنـزي   
هـای هموزيگـوت و هتروزيگـوت جهـ  وجـود       تـحال
 .دارد
 

 شده: هض  های نمونه الکتروفورز
 الکتروفورز قطعات حاصل از هضـ  آنزيمـی بـر روی       
. (3شد)شـکل   انجـام  آمیـد  آکريل پلی ژل و% 3 گاروزآ ژل

 SYBR رنـ   از اسـتفاده  بـا  گارزآ ژل شناسايی باندها در
SAFE  )از ادهـاستف اـب دـمیآ اکريل لیـپ در ژل و)سیناژن  

   صورت گرفت. نقره میزیآ رن 
 

 تحلیل آماری:
نتاي  تحقی  تجزيه و تحلیل شدند.  tبا استفاده ازآزمون    
29/2 p≤ .معنادار در نظر گرفته شد 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 در %4 آگاروز ژل روی بر PCR محصول الکتروفورز :4شکل 

 bp411 يکنار راهنمای

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

: 4 آگاروز. ژل روی بر آنزیمي هضم از حاصل : قطعات3شکل 

 های هتروزیگوت : نمونه1و 3: نمونه منفي، bp 01  ،4 راهنمای
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 آکریلپلي ژل روی بر آنزیمي هضم از حاصل قطعات :1شکل 

: نمونه 1های منفي،  : نمونه3و  bp 411  ،4 : راهنمای4آمید 

 هتروزیگوت 

 
 ها يافته
نمونـه مـورد    14بـر روی   JAK2 V617Fجهـ   نتاي      

دقیقاً مشـابه بـا    PCR RFLPبررسی به روش اصلاه شده 
بـود. در ايـن    PCR REAL TIMEنتـاي  روش اسـتاندارد   

بوده که نشـان   29/2حاصل بی  از  p valueبررسی میزان 
باشـد. واکـن     از عدم اختلاف معنادار بین دو آزماي  می

اختصاصـی   ایآغازگره ـ ای پلیمـراز بـا اسـتفاده از    زنجیره
صـورت گرفتـه و بخشـی از نمونـه قبـل از انجـام هضـ         

(. الکتروفـورز  2آنزيمی مورد الکتروفورز قرارگرفت)شکل 
انجـام شـد    PCR RFLPهـا بـه روش اصـلاه شـده      نمونه
-PCR. بـه عـلاوه روش اصـلاه شـده     (1و  3های  )شکل

RFLP های هموزيگـوت   اين توانايی را دارد که بین نمونه
 برای جه  نیز افترا  ايجاد کند.  و هتروزيگوت

 
 بحث
هدف از مطالعـه حاضـر بررسـی روش اصـلاه شـده          

PCR-RFLP   جهــت تشــخیص جهــJAK2 V617F  در

هنـ    و تعیـین تـوالی بـود.    Real Time مقايسه بـا روش 
های مختلفی را جهت شناسايی  و همکاران  روش کوکاتو

ــرار داده و روش  JAK2 V617Fجهــ   ــورد مقايســه ق م
PCR-RFLP  را بــه عنــوان روش قطعــی و مناســب بــرای

ــد. در ايــن مطالعــه   تشــخیص ايــن جهــ  معرفــی کردن
ــل   روش ــايی از قبی ــر روش ARMS PCRه ــای  و ديگ ه

مولکولی برای شناسايی جه  استفاده شده و تعیین توالی 
به عنوان روش مرجع انتخا  شد. در مطالعه حاضر روش 

هـ  را بـه   توانسـت حضـور ج   PCR RFLPاصلاه شده 
(. در مطالعـه  9اندازه روش تعیین تـوالی تشـخیص دهـد)   

و همکاران  بـرای شناسـايی    زی کین  ديگری که توسط
بــه  PCR RFLPارايــه شــد، روش  JAK2 V617Fجهـ   

مطـره  هـا   عنوان يک روش مرجع برای تايید سـاير روش 
را به عنوان روشـی مناسـب امـا     PCR RFLPها  آن گرديد.

بــرای شناســايی ايــن جهــ  معرفــی  اپراتــوروابســته بــه 
دارای  PCR RFLP(. در اين مطالعـه نیـز روش   4اند) کرده

 Real هـای  ای بـا روش  حساسیت تشخیصی قابل مقايسـه 

Time PCR      و تعیین توالی بـود. مزيـت ديگـر ايـن روش
وجود کنترل داخلی برای تايید عملکرد آنزي  و ه  چنـین  

روش تعیـین   ارزان و مقرون به صرفه بودن آن نسـبت بـه  
 ای کـه توسـط   هـا اسـت. در مطالعـه    توالی و سـاير روش 

هـای   و همکاران  جهـت بررسـی انـواع روش    جونز آمی
هايی مانند  روش ،انجام شد JAK2 V617Fشناسايی جه  

ARMS PCR هايی با صرفه اقتصـادی و   را به عنوان روش
 مناسب جهت بررسی دقی  وجود جهـ  معرفـی کردنـد   

(72  .) 
 

گيري نتيجه
ــل  PCR-RFLPروش      دارای حساســیت تشخیصــی قاب

و تعیـین تـوالی    Real Time PCRهـای   ای با روش مقايسه
تـوان بـه    بود. از ديگر مزايای اين روش اصلاه شـده مـی  

توانايی آن در افتـرا  انـواع هموزيگـوت و هتروزيگـوت     
بیماران، وجود کنترل داخلی بـرای عملکـرد آنـزي  و هـ      

لت و صرفه اقتصادی آن اشاره کرد. ايـن روش  چنین سهو
تواند به عنوان يک روش مناسب و مقرون  اصلاه شده می

   یهای تشخیص مولکول ه صرفه برای اجرا در آزمايشگاهـب
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 پیشنهاد شود.  
 

 تشکر و قدردانی
هـای بنیـادی دانشـگاه علـوم      با تشکر از مرکـز سـلول      

 پزشکی کرمان که ما را در انجام اين تحقی  ياری کردند. 
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Abstract 
Background and Objectives 

Chronic myeloproliferative neoplasms (MPNs) are clonal hematopoietic stem cell disorders. 

They are heterogeneous in symptoms and mainly consist of Philadelphia chromosome positive 

(Ph+) and negative (Ph-). The Ph- group includes polycythemia Vera (PV), essential 

thrombocythemia (ET), primary myelofibrosis (PMF) and other rare disorders. In the latter 

group, substitution of phenylalanine for valine at codon 617 (JAK2V617F), could be relevant 

to the disease. In this study we used modified PCR-RFLP to detect JAK2 V617 F mutation in 

chronic myeloproliferative neoplasms. 
 

Materials and Methods 

In this cross sectional study, for detection of JAK2 V617 F mutation, 47 subjects were enrolled 

and peripheral blood samples were collected between 2015 and 2016. The samples were 

collected from the clinic center of Arak city and diagnosed to be JAK2 V617F positive by 

TaqMan probe and sequencing methods. All samples were investigated for the mutation by 

modified PCR-RFLP using specific primers and BsaXI restriction enzyme. The data were 

analyzed by t-test. 

 

Results 

Our modified PCR-RFLP for detection of JAK2 V617F mutation showed the same results as 

TaqMan probe and sequencing standard methods. In this study we have positive and negative 

samples and a standard method whose sensitivity and specificity was calculated to be 100% . 

 

Conclusions   

Our modified PCR-RFLP is a comparable method with gold standard methods, TaqMan probe 

and sequencing, for detection of JAK2 V617F mutation. The advantages of this modified 

method include its ability to detect JAK2 V617F in homozygote and heterozygote conditions, 

and the presence of the internal digestion control. 
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