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5، دكتر عبدالامير فيضي4، دكتر سعيد كاوياني3اله اكبر پورفتح، دكتر علي2، مهين بهزادي فرد1دكتر يوسف مرتضوي
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سـاز سيـستم خـوني هاي پيش هاي بدخيم سلول از بيماريشامل گروه هتروژني) AML(لوسمي ميلوييدي حاد
هـاي جهـش،ترين عوامل ايجاد كننده اين بيمـاري يكي از مهم. باشد است كه با توقف بلوغ سلولي همراه مي 

آن مربوط به پروتوانكوژن  و تبديل  N-RASهـا، پروتوانكـوژن از جمله اين پروتوانكوژن. استها به انكوژن ها
آ. باشد مي  ايراني وجود نداشـت بـر آن شـديم AMLن جا كه آماري از فراواني جهش اين ژن در بيماران از

و ارتباط اين جهش و زيـر ميزان فراواني اين جهش را در تعدادي از اين بيماران بررسي ها را با سـن، جـنس
. بررسي نماييمFABگروه 

)��� �� � ��
بي.مطالعه انجام شده از نوع توصيفي بود ماران مراجعه كننده به مركز تحقيقات خون بيمارسـتان شـريعتي كليه

آن AML كه تشخيص83-84در سال   بيمـار بـا60در اين مطالعه. ها داده شده بود، وارد مطالعه شدند براي
ژن از نظر جهش AMLتشخيص براي اين. مورد بررسي قرار گرفتند61و12،13هاي در كدون N-RASهاي

ش  و استخراج منظور قبل از از. ژنومي انجام شد DNAروع درمان از بيماران نمونه خون محيطي اخذ هر يـك
هاي خاص برش براي ارزيابي جهش توسط آنزيمPCRو محصولاتند تكثير شد PCRهاي فوق توسط كدون

. زده شدند
��*�+ ��

ژن جهش آن)60/12%(20در N-RASهاي و بيماران شناسايي شد، بيشتر فراواني. سال بودند40 بالاي ها مرد
آن%5و%6/11،%15 به ترتيب61و12،13هاي ها در كدون جهش و وقوع هـا بيـشتر در زيـر به دست آمد
. بودAML-M4گروه 

,��- �.��/ 
 با آمار ارايه شـده توسـط سـاير،به طور كلي نتايج به دست آمده در اين تحقيق از نظر فراواني وجود جهش

از61 فراواني بيشتري از جهش كدون اين تحقيق اما. اوت چنداني نداشت محققان تف  را در مقايسه بـا برخـي
و زيـر گـروه مطالعه تعداد بيشتري از بيماران در گروه. مطالعات قبلي نشان داد هـاي هاي برابر از نظر جنسيت

FAB زمان از روش سكوانس نمودن مستقيم ژن در كنارو نيز استفاده هم PCR-RFLP بـراي حـصول نتيجـه 
.گردد بهتر در مطالعات آينده توصيه مي

�!���� PCR، جهشلوسمي ميلوئيدي حاد،:�0 �!
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F9G �2 1�4N-RAS ��AML �:7��.��$34 � 1(H
�� �@(� 

��

���	� 
��I 15/J()/� #3@(�K". #0!2��:4 +��L 1��03/? 1�04

 �()@ M/N5? F/� 1�4 O0? ���P O7 +�(? "��!(N M:�/@ "�@

 #003! ��00��! Q(00)? 500%�?)�.(F009G O00? U(00?�� 1�004

�2(00$!.(
��� 1�004RAS)N-RAS KK-RAS KH-RAS ( ".

V��% F9G W��
 #3/N5? �� +5% #��@�6% 1�4 #!��!. 1�4

 1�04�(�(
 KO�� K�(�(7 K>.�$!�� 1��(6/@��7(!�E +X�� O?

�/
�J#3/N5? � 5/ ()/� #30@(� O0)3G ". #!(N 1�4J50/1

��00IK'��5600@ Y/:@Z[�00��()/� 1�004��00�()/� \00[/:��� 

#� 56%�?);K<K�.(W/]
�����^0@(
 +5% 57 #!(:�.�()/7 

�2N-RAS �.�P #��3@Z� 1�-_ #)N.� �3�P �� ����! 

#� O? ��B
. �/`�N �? � ��/LGTPK�50% ��0a� DG(� 

��6,/@ �� 1�4 �($�(� b��c ". �@� W/� 506!�� d54 1�4

RAF K�4"�6/7 P13 � "�6/7 MEK-1 #� "�6/7 ���L)�.(W�.

��6,/@ 	0@�� ". #a/0@� �0/c Y0��e
 #��0!.(
 �4 1�04

 Y0��e
 Of0@.� O0? .� �()0@ g�� �
 �/h$
 ". #$�2(�(/?

 �2 ��/? � #��(!�� i�"(:�(�E � &��3
 K�/h$
 �� �j�� 1�4

5!�.�)kK�.(

? ��0#3/N5 0):C� 1�040�2 �:-0/? #!(0N �N-RAS 

#� F9G ��l� W�. 1m�? ��/? �)* O? �@. W$3� O7 �(%

 �()@ �� �2 O0? �n�0! "��0!(N 1�4K-RAS �H-RAS 

500%�?)�.(�2 �� F009GRAS W/]
��00� ��B00
. b00��c ". 

RAS O?GTPK*�? 01"�6/7 W/]
��� �/`�N �5% ��a� o

(:7�� �5% ��a� ���9! �� �OC�! 1�4� #0� 1�.��? ���0L

 O,! o*�? �(N O?(! O? W�. O7� '�/� ��p:!. 1�4�/�� W:%.�

�p�.1#� �()@ �� �(/@���(q�!.�
 �(% .F09G W0�. 1�04

 �2&/! O,! ��a� o*�? �0p�. � '�0/� ��p:!. 1�4�/�� W:%.�1

#0� �()@ �� �(/@���(q�!.�
 �(0% .F09G �2 W0�. 1�04

O00fp! 007 �:-00/? �� � +�(00? 1.��5 1�004��K�<���r�

#� 564�.�2 F09G N-RAS �����0
 <���.(0� 50`�� 

�@. +5% ��.&L)��K=.(#!.�.�� #@��? �(s6� O?F9G

 ��57 �� 1�04��K�<����2N-RAS �(0G� U�0n
�. �

F9G W�. +��0L �0�" � i60G KW@ �? �4FAB K����03/? 

a��% ��:@��3/? ". ��I 15/�()/� #3@(� O? Z:n� �.�09
 #:

��� ^00@(
 #!�00��� #3/00% t��00% ". \0nPPCR-RFLP 

56:��L �.�P #@��? ��(� .


�� � ��� ��
�(? #q/`(
 t(! ". +5% '� !. Oa��f� .OaG.�� �.��3/? '�3


 �� �.�09
 #:a��% ��:@��3/? �(N u�p/pe
 &7�� O? +5667

 ��@�<�;��<�<A/C-
 O7AML +50% +�.� ��!E 1.�? 

f� ��.� K�(? 5!5% Oa�� .��15/�()/� #3@(� O? Z:n� ��3/? 

\��% +5% +�.� A/C-
 +"�
 ��I��� �" <�W@ �? K��� 

�k��;506:��L �.�P #@��? ��(� ��@ .1��03/? A/C-0


 Y37 O?F��0�"E ^0@(
 #6/��0? M0�Z* � #B0BC
 1�04

 O0pnc >�0@. �0? �.��3/? � 5% O:%.�L v��a� Y%&� 1506?

FAB M/�p
 !5���L 156?5.#!�0��� #3/% t��% ". \nPK�

#)/� ��0pa!. 50w 1�� �0? #f/e� �(N O!(3! �:/�EDTA 

x.�C:@. � 5% O:��LDNA �/7 �? dNP )�.�0�. K�2�6/@(

500% '�00 !. .��5007 1�004��K�<���1�004�L"�_E �00?

 ^@(
 #`�B:N.PCR 5!5���L �/h$
 .1.�? b/pe
 W�. ��

 ��� ". �s! ��(� u�afP �/h$
Nested PCR +��q:@.%5.

�qG Y� ^@(
 .5:?. #6a��L"�_E g�&? OafP �2 ". 1�0


 ^@(
 i[@ � 5% �/h$
�L"�_E #0)N.� #`�B0:N. 1�04K

5���L �/h$
 �2 ". 1�:$l(7 �3�P .��57 1�04��K�<K

�� �2 ". N-RAS �0/h$
 #G��0N 1�4�L"�_E ^@(
 .5:?. 

#00)N.� 1�004�L"�_E ^00@(
 i[00@ � 500!5���L)Nested (

afP 5% �/h$
 �2 ". 1�:$l(7 u� .KF09G #0@��? �9G

 um(Be�PCR M�&!E ^@(
 +�" ��0? +506!" ��0? 1�4

5% .". \0`�I u�0afP #$l(07 �0)* O0? ��0? KM�&0!E

 #)� �2 1�� �? um(Be� � 5!50% "�(���:$�. 5/�E \��7.

 �2 KO00c(?�� 1�4500!�? ���007 AC-00� 1.�00? ^00@(
 �004

y00!� 00!� +�00p! u.�000:/! #0`�B00:N. 1&00/�Ey1&00/�E

5!5���L)\$%1�04<��.(�� +��q:0@. ��(0� 1�04�L"�_E

 ��5G��@. +5�E .

F067.� PCR #0��9! M0 I �� ��\00��% �0:/���$/� 

�/����000000? �000000:/���$/� X�� Kk�/��000000:/���$/� 

MgCl2)mM��(K�/��00:/���$/� )dNTPs �00s)_ �00? ��

#)/� �m(�(K�/�:/���$/� 04 ". �0L"�_E �0K��5I.� M�&!E 

Y
#)� ".��DNA )�2 �6/@ (���0:/���$/� )ng/µL����

��� (DNA 5���L '� !. #�(!2 .0q:@. ��(0� 1�04���0+��

9G0��57 #G��N OafP �/h$
 �1�4����<z�% W�5? 

#� %�?05@.� 1�0�� K0O:%� O0/��. 1"�@°C=; u50� O0? <
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 N-RAS ژن PCR توالي آغازگرهاي مورد استفاده جهت:1جدول

 به همراه طول قطعات تكثير شده

هاآغازگرتوالي آغازگرنام
طول قطعه

 تكثير شده

NB12 ��<� 1�0004�L"�_E 

O00afP �00/h$
 O00? U(00?��

 #G��0000NNested PCR 

��57 1�4����<

NB12:5'ctctatggt
gggatcatattca3' 
231:5'aagctttaaag
tactgtagat3' 

bp ��= 

�009G #00)N.� 1�004�L"�_E

��57 �/h$
 ��

12R:5'tgtcagtgcg
cttttcccaacatc3' 
12F:5'atgactgagt
acaaactggtggtg3' 

bp ��

�009G #00)N.� 1�004�L"�_E

�/h$
 ��57 �<

13R:5'gattgtcagt
gcgcttttcccatc3' 
12F:5'atgactgagt
acaaactggtggtg3' 

bp �<

�0/h$
 O? U(?�� 1�4�L"�_E

 ��57��

N61A:5'gacatact
ggatacagcggc3' 
N61B:5'cctgtcctc
aatgtattggtc3' 

bp ��

Y� 1.�0? O0p/P� i[@ � \$/@O:%�@.� 1"�@°C=; K<�

� O/!�j ��B
. 1���°C�� K<�Oa0@(
 1�0�� KO/!�j °Ck� K

<� 1.�? O/!�j <�#��09! Oa0@(
 1�0�� � \$/@ °Ck� O0? 

u5���\$/0@ Y0� 1.�0? � Op/P� .O0afP �0/h$
 �09G

 ��57 O? U(?�� #)N.�����<".1�0�� � {(0� ^�.�0%

 ��B00
.°C�����(00� �� PCR ��5007 O00? U(00?�� ��".

��B0
. 1���°C�� 50���L +��q:0@. .'�0 !. ". i0�PCR 

um(B0e� K#0@��? ��(� u�afP �/h$
 ". ��6/3c. �9G

PCR1�� �2"��00LE �/�)%��003�E K�3,/00@ ("�(00���:$�.

5!5% .um(Be� MH4 �9GPCR ��57 O? U(?�� 1�04

�� ��<K��:/���$/� �(Be� ". PCR ��507 O0? U(?�� 

�� �� �<K�/��:/���$/� ���? X��+.�34 O? �/��:/���$/� 

M�&!EHphI)D�(/? ��:�),!. K(u50� 1.�0?���� �*�0@ 

°C<k .5���L O?($! .F9G �(G� u�(` ��K���0P M�&0!E 

�(B00e� ��00? O00?PCR)bp�� (��5007 O00? U(00?�����

bp�< ��507 O? U(?�� �<#03! '50* u�(0` �� � 50%�?

 ��507 ��(� �� F9G �(G�����<um(B0e� M�&0!E 

PCR u�afP �� �. O? � 6� D/
�
 O? � +�" ��? .� )bp�; 

�bp ;�(�)bp�� �bp;�(#����L )\$%1�4 ���.(

12محصولات تكثير شده كدون HphIنتايج هضم آنزيمي:1شكل

آ بر روي ژل پلي ، pUC19 سـايز مـاركر SM، سـتون%7ميد اكريل

 نمونـه نرمـال بـدون هـضم2 هضم نمونه نرمـال، سـتون1ستون

 نشان دهنده هضم آنزيمي محـصولات14 الي3هاي آنزيمي، ستون

Nested PCR داراي11و3،4،5،6،8،10هـاي نمونـه.باشدمي 

و نمونه مي14و7،9،12،13هاي جهش . باشند فاقد جهش

.13 مربوط به كـدون PCRنتايج هضم آنزيمي محصولات:2شكل

 هضم نمونه نرمال، ستون16، ستون PUC19 سايز ماركر SMستون

دهنده نشان14 الي3هاي نمونه نرمال بدون هضم آنزيمي، ستون 17

،5،6،9هاي باشد، نمونهمي Nested PCRهضم آنزيمي محصولات 

و سـتون 13 ،1،2،3،4،7،8،10،11،12،14ايهـ داراي جهش

. هستندهاي فاقد جهش شامل نمونه16

 روي61 كدون PCRالكتروفورز هضم آنزيمي محصولات:3شكل

و سـتون SM، ستون%7اكريل اميد ژل پلي  نمونـه1 سـايز مـاركر

 نمونه نرمال بـا هـضم آنزيمـي،2نرمال بدون هضم آنزيمي، ستون

و ستون نمونه11،13،19يها ستون ،5،7،9هاي هاي داراي جهش

در نمونه12،14،16،18، 10 هاي بدون هضم آنزيمـي اسـت كـه

. هاي هضم شده به عنوان كنترل گذاشته شده است نمونه كنار
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F9G �2 1�4N-RAS ��AML �:7��.��$34 � 1(H
�� �@(� 

��

um(Be� MH4PCR ��57 O? U(?�� ��M�&!E �? MscI 

��57 56!�� 1�04����<50% '�0 !. .�(0G� u�(0` �� 

�(B00e� ��00? O00? ���00P M�&00!E KF009G PCR)bp�� (

#3! M�&0!E ��0? KF09G �(0G� '50* u�(` �� � 5%�?

u�afP �� �. o*�?)bp ���bp ;;(#����L)\$%<.(

����� ��
F09G #0)7 �(c O?�2 1�04N-RAS �� ��)%��/��(

5% #��@�6% �.��3/? .F09G #0,34 +50% #��0@�6% 1�04

 G }/04 � 50!�(? u(,�"��:4 +54�-0� #
(0,�"(34 F09

5���,! .kF09G 1.�.� �.��03/? ". �q! K� ��0� ��" �0q! 

5!�(? .�". �
m�? F9G 1.�.� �.��3/? ". �q! ;�� ��0@ �

�q! ". �:37 ;�56:0%.� W0@ ��0@ .1.�0? F09G #0!.�.��

 ��5007��K��%��5007 K�<K�/��%��5007 ���K�%O00?

 5�E �@� .���57 �� ���" M4 ��3/? 1�04����<1.�.� 

5!�(? F9G .���57 �� ���" M4 �(c O? &/! �q! 1�04��

���5!�(? F9G 1.�.� )��50G�.(�/;�%F09G �� �04

 +��L ��" ". �.��3/?AML-M4 �k/��%1���0� �(0c O?

�� +��0L ��" 1�04AML-M2 KAML-M3 ���%F09G

 +��0L �0�" �0? �.��03/? ��AML-M3 500% #0��@�6% .��

�000�" +��000L 1�0004AML-M1 KAML-M6 �AML-M7 

F9G 5-! #��@�6%.

و12،13هاي مشخصات بيماران داراي جهش در كدون:2جدول

 N-RAS ژن 61

شماره

 بيمار

تشخيص

زير گروه 
FAB AML 

 سن

)سال(
 جنس

 موتاسيون

 كدون

12 

 موتاسيون

 كدون

13 

 موتاسيون

 كدون

61 

�AML-M3 ;� ��� +

�AML-M3 ;� ��� ++

<AML-M5 ;< ��� ++

;AML-M2 ;= ��� ++

�AML-M2 ;� ��� ++

�AML-M4 ;� ��� +

kAML-M4 ;� ��� +

�AML-M4 <� �"+

=AML-M5 ;k �"+

�� AML-M5 ;� �"++

�� AML-M4 �= �"++

�� AML-M4 �� �"++

��� 
9G0F0fp! 1�40O��507 �� 1. 041���K�<����2

N-RAS KP21RAS O0? \B0:� ��a� ���I �� .� GTP O0,! 

�0p�. D0G(� y6/��6,/0@ �/�� O:@(/� �/��a� �? � O:%.�1

5!(% #� �(/@���(q�!.�
)�;��.(O7 +�.� ��-! u�p/pe


 �����
<��.��3/? �� ��.(� 5`�� AMLK��57 �� 1�04

�� K�<����2 ". N-RAS ��00 �. F09G +500% o00*�? �

AML#00� ���00L)=K�.(". �00� #00@��?��#300@(� ��003/? 

". \nP +5% +�.� A/C-
 +"�
 ��I 5/�()/� %/#!�0��� #3

�.� ��-!��%��57 �� �.��3/?��K�/��%��57 ���<�

�%��5007 ����F009G 1.�.� 56:�004 .O00a��f���00� �

�.��00$34 �� ����003/? AML �.� ��-00! <;%�� �.��003/?

��57 041���K�<����2N-RAS K�k%��507 ����

��/<%����507 ". Y0� �4 1�04�<���F09G 1.�.� 

5!�(?)�.(Oa��f� �G(4E �.��$34 ��.� ��-! ��%�.��03/?

AML F9G 1.�.�N-RAS 5!�(? )��(.�:���? �.��0$34 �

F0009G �2 1�0004N-RAS .� ��=/�k%�.��0003/?AML 
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Detection of N-RAS gene mutations in codons 12, 13 and 61 in 
patients with acute myeloid leukemia 

 

Mortazavi Y.1(PhD), Behzadi Fard M.2(MS), Pourfathollah A.A.2(PhD), Kaviani S.2(PhD), Feizi A.A.1(MD) 

1Zanjan University of Medical Sciences 
2Tarbiat Modarres University 
 

Abstract 
Background and Objectives 
Acute myeloid leukemia (AML) comprises a heterogenic group of malignant disorders 
involving cell maturation arrest at an undifferentiated stage in bone marrow. Activation of N-
RAS proto-oncogene due to point mutations plays a major role in AML malignancy. Since 
there was no report on the frequency of N-RAS gene mutations in Iranian AML patients, 
therefore, we decided to determine its frequency and compare the results with age, sex and 
FAB subtypes.  
 
Materials and Methods 
In this descriptive study, 60 de novo AML patients from Tehran Shariati hospital, hematology-
oncology and bone marrow transplantation center were screened for the mutations of N-RAS 
gene at codons 12, 13 and 61. DNA was extracted from peripheral blood samples before the 
start of chemotherapy. The above mentioned codons were amplified by PCR and analyzed by 
restriction endnuclease enzymes.  
 
Results 
We were able to detect mutations in 12 out of 60 (20%) patients. Most of the mutations were 
detected in men with an age over 40 years old. The frequency of mutations for codons 12, 13 
and 61 were 15% ,11.6% and 5% respectively. Most of the mutations (33.3%) were found to 
happen in AML-M4 FAB subtype. We could not detect any mutation in AML-MO, M6 and 
M7. 
 
Conclusions 
We detected mutations in 20% of our AML patients. In general, the frequency of the mutations 
we found was in agreement with the results of other studies. However, a study with more 
patients and a wider range of age using a combination of PCR-RFLP and direct gene 
sequencing is highly recommended.  
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