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اي   شامل تضاعف توالي داخلي و جهش نقطهFLT3هاي گيرنده  تشخيص جهش

در بيماران مبتلا به لوسمي ميلوئيدي حاد D835 اسيد آسپارتيك

  

  

  

 I فرهاد ذاكردكتر*

 IIي محمد حسينمحمد

 IIIاحمد كاظمي دكتر

 IVمعصومه بخشايش

  چكيده
موتاسـيون در  ، )(Acute Myeloid Leukemia - AML   مولكـولي لوسـمي ميلوئيـدي حـاد    اسـاس  : و هـدف زمينـه 

هـاي    جهـش تـرين  شـايع  از FLT3تيروزين كينـازي  ة  ژن گيرنددرجهش .باشد  تمايز سلولي مي كننده تكثير و هاي تنظيم  ژن
 جهـش تـضاعف تـوالي       وجـود  .شود  هاي لوكميك مي    غيرطبيعي سلول  بقاءو   باشد كه موجب تكثير    مي AMLايجادشده در   

همـراه  ه ب ـاگهي بـد را    پيشيك FLT3ژن D835اي   همچنين جهش نقطهو ITD (Internal Tandem duplication) داخلي
  .بود AMLها در بيماران مبتلا به   اين مطالعه تشخيص و تعيين فركانس اين جهشازهدف  .دارند

 و اينتـرون  12 و 11  اگـزون در ITD نظـر جهـش    از توصيفي-اي   با روش مشاهده   AML  به مبتلا بيمار   101 : بررسي روش
مـورد   PCR (Polymerase chain reaction) استفاده از تكنيـك  با FLT3 گيرنده ژن  20 در اگزونD835 اي نقطه جهش و11

، و  % 8 ژل آكريلاميـد     روي FLT3 گيرنـده  ژن   PCR  بعد از حركت بانـد حاصـل از        ITDجهش   .مطالعه قرار گرفتند  
 ژنوميـك  DNA  روي  PCR بعد از ،D835 اي  نقطهدر مورد جهش    . رديد گ مشخصمقايسه با ماركر بر روي اين ژن        

 RFLP (Restriction تكنيـك  و ECORV اسـتفاده از آنـزيم محـدودالاثر    بااين بيماران، محصولات به دست آمده 
Fragment Length Polymorphism) مطالعه قرار گرفتندمورد .  

هـاي مختلـف      گـروه زير مطالعه، مشاهده گرديـد كـه بـراي          مورد AML مبتلايان به % 18 در ITD جهش :ها يافته
هـاي    هـا در زيرگـروه     نآ كـه توزيـع      داشـتند  D835اي    هم ، جهـش نقطـه     % 6.  نتايج متفاوت بود   اين FABبندي   طبقه

  .نبود يكسان FAB مختلف
بـتلا بـه    درصـد قابـل تـوجهي از بيمـاران م    ،FLT 3هاي ژن گيرنـده    جهشكه مطالعه نشان داد اين :گيري نتيجه

 از شروع درمان، در مـورد  قبل ها جهش اينتوان با تشخيص مولكولي   كه ميشود ميلوسمي ميلوئيدي حاد را شامل      
  . درماني صحيح تصميم گرفتپروتكل

  

   تضاعف توالي داخليـFLT3   ،3 تيروزين كينازيگيرنده ژن -2   ،حادلوسمي ميلوئيدي  -1 :ها كليدواژه
  اي پليمراز  واكنش زنجيره-D835(،     5( اسيد آسپارتيك -4

  

  مقدمه

هـا و     لوسمي ميلوئيدي حاد با افزايش تعـداد ميلـو بلاسـت          

خوان و خون محيطي همراه است      تهاي نارس در مغز اس     سلول

هـاي   و عوامل مختلفي در ايجـاد آن دخيـل هـستند كـه جهـش              

 .باشـد   ها مـي    آن ترين  مهمثيرگذار در تكثير و تمايز سلولي از        أت

كـه  ) FMS -گيرنده تيروزين كينازي شـبه       (FLT3 گيرنده   ژن

ــوان  ــب تحــت عن ــي (flk-2اغل ــاز كبــدي جنين شــناخته ) 2-كين

هـاي خـوني و       هاي خارج سـلولي پيشـساز        از گيرنده  ،شود  مي

   IIIهـاي تيـروزين كينـازي كـلاس           متعلق بـه خـانواده گيرنـده      

  

  
  

(RTKIII) ر قسمت   ناحيه شبه ايمنوگلوبولين د    5باشد كه از     مي

كينـازي در قـسمت داخـل سـلولي         خارج سلولي و يـك ناحيـه        

هـم  ه  تشكيل شده و اين دو قسمت توسط ناحيـه غـشا گـذر ب ـ             

 13اين ژن، در بازوي كوتـاه كرومـوزوم         . )2و1(شود  متصل مي 

(13q12,2)    هاي خونـساز نابـالغ، جفـت،          قرارگرفته و در سلول

ير تيـروزين   ايـن گيرنـده بـا سـا       . )3(شود  گنادها و مغز بيان مي    

 بروز زيـاد   )5و4(.هت دارد بشام PDGFR  و  KITكينازها از قبيل    

   و AMLاز مـوارد    % 100تـا   % 70 در حـدود     FLT3 ژن گيرنده 

ر نامه آقاي محمدحسين محمدي جهت دريافت درجه كارشناسي ارشد هماتولوژي با راهنمايي دكتر فرهاد ذاكر و مـشاوره دكت ـ                    اي است از پايان     اين مقاله خلاصه  
  .1385احمد كاظمي، سال 

(I           ،دانـشگاه   ،هاي شهيد همـت و چمـران        تقاطع بزرگراه ،  راپزشكيي پ دانشكده ،ماتولوژيهگروه   دانشيار و متخصص هماتولوژي، مركز تحقيقات سلولي و ملكولي 
  )مسؤولمؤلف  (*، تهران، ايرانرانياو خدمات بهداشتي درماني علوم پزشكي 

(IIدرماني ايران، تهران، ايران- دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، دانشكده پيراپزشكي،، گروه هماتولوژي كارشناس ارشد هماتولوژي   
(IIIدرماني ايران، تهران، ايران-دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ، دانشيار و متخصص هماتولوژي، گروه هماتولوژي، دانشگاه پيراپزشكي   
(IVتهران، ايران ايران درماني-خدمات بهداشتيي، مركز تحقيقات سلولي و ملكولي، دانشگاه علوم پزشكي و شناس  كارشناس ارشد انگل ،  
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اتفاق ) لوسمي لمفوئيدي حاد   (ALLدر درصد بالايي از موارد      

ــد مــي ــد . )6-8(افت هــاي  رده  هــم در اكثريــتFLT3 (FL)ليگان

 FLT3هـا در ژن گيرنـده         جهـش . )9(شـود   سلولي بيان مـي   

شـوند كـه در       ين فراواني نقص ژنتيكي را شامل مي      بيشتر

تـرين ايـن      اصـلي . انـد   لوسمي ميلوئيدي حاد تعريف شـده     

هــا، جهــش شــناخته شــده تــضاعف تــوالي داخلــي  جهــش

(ITD)  اي در موقعيت      و جهش نقطهD835 نتيجه  .باشند   مي 

هـا، فعاليـت تيـروزين كينـازي مـداوم و پايـدار               اين جهش 

ه وسـيله ليگانـد اسـت كـه          بدون تحريـك ب ـ    FLT3گيرنده  

  )11و10(.تكثير مستقل از فاكتور رشد دارند

 را شامل   AMLاز موارد   % 20-%25 حدود   ITDجهش  

 ژن 20 هــم در اگــزون D835اي  جهــش نقطــه. شــود مــي

 در موقعيـت اسـيد آمينـه آسـپارتيك اسـيد            FLT3گيرنده  

 مــشاهده AMLبيمــاران % 6-10در ؛ كــه حــدوداً  اســت835

 در بيمـاران مبـتلا بـه         بد آگهي  به دليل پيش   )13و12(.شود  مي

AML ي جهش در ژن گيرنده      ا دارFLT3،   تحقيقات زيادي 

  تيروزين كينـازي   روي توسعه داروهاي بازدارنده فعاليت    

FLT3ــود دارد ــي  )13(. وجـ ــوالي داخلـ ــضاعف تـ  ITD تـ

 180 تا 9افتد و بين       اتفاق مي  11 و اينترون    )12و11(دراگزون

در ايـن نـواحي افـزوده       ) يد آمينـه   اس ـ 60 تـا    3(نوكلئوتيد  

  )14-16(.گردند ن ميژشود كه باعث افزايش طول  مي

هاي فوق و اينكه تاكنون مطالعات چنداني         با توجه به گفته   

ها در ايران انجـام نـشده اسـت، هـدف از              بر روي اين جهش   

هاي گيرنده    انجام اين پژوهش اجرائي كردن تشخيص جهش      

FLT3در ميان افراد مبتلا به  AMLبود .  
  

  بررسيروش 

 نفر از بزرگسالان مبتلا به      101هاي خوني تعداد      نمونه

AML  بندي    هاي مختلف طبقه     با زيرگروهFAB    تهيه شـده 

هـاي دكتـر شـريعتي و مركـز           از بخش خـون بيمارسـتان     

كـه مراكـز رفـرانس      (فلوسيتومتري سازمان انتقال خـون      

رار توصيفي مورد مطالعـه ق ـ     -اي با روش مشاهده  ) هستند

   از تكنيـك   DNAهـا، جهـت اسـتخراج          از اين نمونه   .گرفتند
  

ــاز  ــتات Kپروتئين ــد  آ و اس ــتفاده ش ــباع اس ــوم اش . موني

 در فريـزر    DNAهاي حاوي خون تـا زمـان تخلـيص            لوله

نوميك  ژ DNA از   ITD براي تشخيص . شوند  نگهداري مي 

 )زيـست بـاران   (هـاي     استخراج شده، با استفاده از پرايمـر      

μM10  
  

' 5 GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC-  

:Forward primer و Reverse primer   

' 5 -CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC-  

 يك دوره به PCR Initial denaturationمطابق برنامه و 

 وسي سيكل تكـراري كـه هـر سـيكل           c ˚95 دقيقه در    5مدت  

 و С 95˚ه در دمــاي دقيقــ 1 بــه مــدت denaturationشــامل 

annealing 1دقيقه در ˚С 66 وelongation ثانيه 90  به مدت 

ــان С 72˚در  ــدت  final elongationو در پايـ ــه مـ    بـ

  ،PCRقبـــل از شـــروع .  انجـــام شـــدС 72˚ر  دقيقـــه د7

master mix )ــينا ژن ــامل ) س   50mM, dNTP2mM(ش

Buffer10X, Mgcl2(  وTaq polymerase l
U
μ 5 )  واحـد در

L(و  ) سينا ژن  ()ميكروليتر
ng

μ 500-200 (DNA    در حجم نهايي 

مشاهده مـستقيم و    با  ،  PCRپس از   . شدتهيه  ) μl( ميكروليتر   50

 bp DNA Ladder 50Gene RulerTmمقايسه باندها بـا مـاركر   

  بـــه مـــدت% 8آكريلاميـــد   بـــر روي ژل پلـــي)ســـينا ژن(

  ي بررســITD وجــود جهــش 150  ســاعت در ولتــاژ4-3

ــد ــه  . ش ــش نقط ــورد جه ــتفاده از  D835اي  در م ــا اس ، ب

  reverse primer '5 )زيــست بــاران (μlM10 هــاي پرايمــر

CCC-GCA GCC TCA CAT TGC '3 وForward primer 

'5 -CCG CCA GGA ACG TGC TTG- '3 ــابق م و ط

در مـورد جهـش    ( و مواد ذكـر شـده در بـالا           PCRبرنامه  

ITD (بـراي يـافتن   . ثير شدنوم استخراج شده بيماران تك   ژ

ــه  ــش نقط ــك  D835اي  جه ــاس تكني ــا RFLP و براس  و ب

بـه مقـدار    ) سيناژن u/μl 10( ECORV)(استفاده از آنزيم    

μl1  ــر ــه ازاي هــ ــصولات μl26 بــ   μl3 و PCR از محــ

R buffer) ســاعت در انكوبــاتور 12 مــدته بــ) ســيناژن 
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ــاي   ــته و در دم ــي С 37˚گذاش ــه م ــوند  انكوب ــپس . ش س

ــصولات  ــي رRFLPمح ــد  ا در روي ژل پل   در% 8آكريلامي
  

پـس از   . شوند   ساعت الكتروفورز مي   2مدت  ه   ب 130ولتاژ  

آميزي در اتيديوم برمايـد و سـپس شستـشو بـا آب               رنگ

هــا جهــت   بررســي شــده و نمونــههــا مقطــر، وضــعيت ژل

 قـرار داده    UVدر دسـتگاه    عكـسبرداري   بـراي   مطالعه و   

، بانـدهاي  در صورت وجود جهش و يا عـدم آن       . شوند  مي

  .مختلف قابل مشاهده است

  

  ها يافته

  )ITD(بررسي تضاعف توالي داخلي   : الف

مــورد بررســي در ايــن AML بيمــار مبــتلا بــه 101از 

) M7و M6 ءجـز ه ب (FABهاي مختلف  با زيرگروه مطالعه

ــي % 18 ــوالي داخل % 16كــه را داشــتند، ) ITD(تــضاعف ت

تعـدادي از    1شـكل شـماره     در  .  بودند M3ها زيرگروه    آن

شكل ها بعد از هر      شوند كه در مورد آن      اين افراد ديده مي   

  .توضيح داده شده است
  

  

هاي مختلـف      در زيرگروه  FLT3 در ژن    ITDجهش   -1شكل شماره   

  AML       Negative control  =  N       M = Markerبيماران 

 

 bp  360 با توجه به مـاركر، قطعـات  1شكل شماره در 

 11 واينتـرون    12 و 11د كه مربوط به اگزون      شون  ديده مي 

هـــاي فـــوق مربـــوط بـــه  نمونـــه. باشـــد  مـــيFLT3ژن 

 و  1 هستند كه ستون     FABبندي    هاي متنوع طبقه    زيرگروه

 هستند كه جهش در     M3 زيرگروه   AML نمونه بيماران    3

 AML-M2 مربوط به بيمـار      9ستون  . شود  ها ديده مي   آن

. باشـد    مي AML-M4 مربوط به بيمار     14و ستون شماره    

ــاي     ــسان و پرايمره ــرايط يك ــا ش ــوارد ب ــن م ــام اي در تم

 قطعه مختلف باند تكثير شده است كه        2اختصاصي واحد،   

هـا و     مربوط به كلون نرمـال سـلول      ) bp360(تر    باند پايين 

هاي جهـش     مربوط به كلون سلول   ) bp 360 >(باند بالايي   

 12و   11يافته لوسميك است؛ كه در توالي داخلـي اگـزون           

، تضاعف و جـايگزيني اتفـاق افتـاده و طـول            11واينترون  

  . بالاتر برده استbp360اين ناحيه را از 

  

  D835اي  بررسي جهش نقطه: ب

اي   جهـش نقطـه   % 6، ميزان   AMLبيمارمبتلا به   101از  

D835) ( را داشــتندكه فقــط در بيمــارانM2 و M3 و M5 

ره شـما شـكل   باندهاي موجود در    . اين جهش مشاهده شد   

) D835محل وقوع    (20  اگزون PCR، محصولات   2شماره  

 در تعدادي   ECORVرا قبل از مواجه با آنزيم محدودالاثر        

  دهد از اين افراد را نشان مي
  

 
كـه جهـش    )20زون  گا (FLT3 ژن طبيعي  PCRتاييد   -2شكل شماره   

 ردنمرحله قبل از اضافه ك ـ(افتد  اتفاق مي  در اين ناحيهD835اي  نقطه

 control  M = Marker     N=Negative        )مآنزي
 

 20 اگـزون    ة شـد  PCR محـصولات    3شكل شماره   در  

، RFLPبـر اسـاس تكنيـك     شـوند كـه    ديده مـي FLT3ژن 

  .ها اضافه شده است  به آنECORVآنزيم 

 هـا بـرش   شود در تمـام نمونـه   گونه كه مشاهده مي همان

DNA      كه در   13 و   5هاي شماره      اتفاق افتاده؛ به جز در ستون 

در .  حـادث نـشده اسـت      DNAمقداري از محـصولات بـرش       

 شـده، كـه بـه دو        PCRاز محصولات    bp 114حقيقت قطعات   

   11    12   13          
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دهد كـه در   اند، نشان مي   برش داده شده   bp 46و   bp 68قطعه  

ها جهش اتفاق نيفتاده است و مكان برش آنـزيم كـه              اين نمونه 

)'3'...GAT ATC...5(  راحتــي  ه تغييــر نكــرده و آنــزيم بـ ـ

صـورت كامـل    ه   ب ـ تر  كوچك را به دو قطعه      PCRمحصولات  

 بانـدهاي   13 و   5 شـماره    ان ولـي در بيمـار     ،تقسيم كرده است  

اسـت   bp 114شود كه باند بالايي همان بانـد          مختلف ديده مي  

كه به دليل وجود جهـش مكـان بـرش آنـزيم تغييـر نمـوده و                 

وجـود  دهنـده      نبوده است كه نشان    DNAآنزيم قادر به برش     

  و bp 68تـر يعنـي       دو بانـد پـايين    .  است D835اي    جهش نقطه 

bp 46 هاي كلون نرمال سلول در فرد مبتلا  ، ژنAMLهستند ، 

  .ها اتفاق نيفتاده است كه جهش در اين كلون
  

  

هـاي    درزيرگروه FLT3 در ژن    D835مشاهده جهش    -3شكل شماره   

  )يممرحله بعد از اضافه كردن آنز( AML مختلف بيماران
M = Marker          N=Negative  control 

 
  بحث

خـصوص  ه   ب ـ ،ها  در پاتوژنز لوسمي   FLT3هاي   جهش

AML  ايي دارنـد و منجـر بـه تكثيـر خـارج از             ز اهميت بس

تضاعف توالي داخلي   . شوند  هاي لوسميك مي   كنترل سلول 

ITD) (اي  و جهـــش نقطـــهD835)( در ژن گيرنـــدهFLT3 

واسطه ليگاند  ه  بدون تحريك ب   ، فعال شدن گيرنده    به منجر

(FL) جهش   .شوند  مي ITD   مطالعات بـه همـراه     بعضي   در

 پرگنـوز بـد و لوسـمي مقـاوم بـه            ،شمارش لكوسيتي بالا  

 بـر خـلاف     D835هـر چنـد     . )17(درمان گزارش شده اسـت    

ITD    اما انـدكي بـه سـمت يـك          ، با لكوسيتوز همراه نيست 

 .)18(پرگنوز بد گرايش دارد

هـاي    اي يـافتن ميـزان بـروز جهـش        در اين مطالعه بـر    

 بــا D835اي   و جهــش نقطــهITDتــضاعف تــوالي داخلــي

 فرد بزرگسال مبتلا به لوسمي RFLP، 101 و PCRتكنيك 

 بيمـار   101از  . ميلوئيدي حاد مورد مطالعـه قـرار گرفتنـد        

تضاعف توالي داخلي   % 18 ،مبتلا به لوسمي ميلوئيدي حاد    

هـاي    ر زيرگـروه  را نشان دادنـد كـه پراكنـدگي يكـساني د          

FAB بيشترين موارد در زيرگروه     .  نداشتندM3   مـشاهده 

 در  ITDدر اين مطالعه، مورد مثبتي از وجود جهـش          . شد

  . ديده نشدM5 و M1 و M0بيماران زيرگروه 

هـاي    دهـد كـه جهـش       بررسي اين پـژوهش نـشان مـي       

FLT3/ITD ــدود ــاد   % 18 در ح ــدي ح ــمي ميلوئي از لوس

و تعدادي نوكلئوتيد اضـافه و يـا        افتد    بزرگسالان اتفاق مي  

شود و درنتيجه وجود هر تعـداد از اسـيد آمينـه              تكرار مي 

اضافي باعث تغيير شكل فضايي پروتئين شده و نهايتاً اثر          

ناحيه مجاور غشايي پروتئين را در جلـوگيري از فعاليـت           

ايـن تكرارهـا    . بـرد   اتوفسفوريلاسيون گيرنده از بـين مـي      

 FLT3 از ژن    11 و اينتـرون     12 و 11توانند در اگزون      مي

 11باشــد و يــا در مــرز مــشترك بــين اگــزون و اينتــرون 

  )20و19(.اضافه شوند

ــزارش     ــروز گ ــا ام ــه ت ــاتي ك ــه مطالع ــي از هم   تركيب

 AML در   FLT3/ITDشده است شـامل فراوانـي كلـي از          

%) 24حــدود ( بيمــار 1595 مــورد از 385بزرگــسالان در 

  از آن اســتهــاي ديگــر حــاكي    گــزارش. بــوده اســت 

ــه  ــا % 20 در FLT3/ITDكـــ ــوارد % 30تـــ    وAMLمـــ

ــين  ــا % 7 در 835Dهمچنــ ــاران رخ  % 10تــ ــن بيمــ ايــ

 بـا   FABهـاي      در همه زيرگروه   FLT3/ITD. )21و18(دهد  مي

 ديــده شــده اســت كــه بــا AML-M3بيــشترين نــسبت در 

-AMLكمترين ميـزان در     . باشد  مطالعه حاضر منطبق مي   

M2 ــت ــده اس ــزارش ش ــ. )22و21( گ ــزارشه دالبت ــاي ر گ  ه

ــف  ــ ،مختل ــست، و ب ــسان ني ــع يك ــن توزي ــي ه  اي ــور كل ط

ــش ــاي  جه  ــFLT3/ITDه ــب ب ــسالان اغل ــك ا در بزرگ  ي

  .)23-25(آگهي بد دلالت دارد پيش
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 بررسـي   FLT3 ژن گيرنـده     20جهش اگزون   همچنين،  

 بيمـار   101در  . دومين جهش از نظر فراواني اسـت      كه  شد  

ايـن  % 6عـه، در    مبتلا به لوسمي ميلوئيدي حاد تحـت مطال       

ــراد   ــن M4 و M1 ،M0جهــش شناســايي شــد، و در اف  اي

دليـل كـم بـودن ميـزان جهـش و           ه  ب ـ. جهش مشاهده نشد  

طـور دقيـق   ه همچنين بيماران مورد مطالعه اين پژوهش، ب      

هـاي    اي بين وجود اين جهـش و زيرگـروه          توان رابطه   نمي

FAB  جـايگزيني   .  تعريف كردD835   429 مـورد از     30 در 

 بيمـار مبـتلا بـه       29 مورد از    AML) 7(%  ،1لا به   بيمار مبت 

MDS)   بيمـار مبـتلا بـه        36 مورد از    1و  %) 3حدود ALL 

 7 ،در يك گـزارش مـشابه     . )26و18(مشاهده شده است  %) 3(

ــه 35مــورد از  ــتلا ب ــن جهــش را %) AML) 7 بيمــار مب اي

 در مطالعـه حاضـر، فراوانـي درصـد جهـش            )27(.اند  داشته

D835باشد اي ديگران ميه  منطبق با گزارش.  

داري كمتر از     طور معني ه   ب D835اي    بروز جهش نقطه  

ــي   ــوالي داخل ــضاعف ت   باشــد،  مــيFLT3 در ژن (ITD)ت

ــالايي در     ــي بـ ــا فراوانـ ــش بـ ــر دو جهـ ــي هـ   AMLولـ

  %24كــه در مطالعــه حاضــر مجموعــاً  شــوند،  يافــت مــي

اي حاضـر     اگرچـه در مطالعـه    . موارد را شامل شده اسـت     

داخلـي   ر دو جهـش، تـضاعف تـوالي       مواردي از وجود ه ـ   

(ITD) ــه ــش نقط ــك   درFLT3 در ژن (D835)اي   و جه ي

  بيمــار يافــت نــشد، ولــي حــضور ايــن دو جهــش در يــك 

بيمار قبلاً گزارش شده است كه البتـه بـا مطالعـات تعيـين              

   مــشخص شــده كــه ايــن دو جهــش(sequencing)تــوالي 

هـاي    بـر خـلاف جهـش     . انـد   بر روي يك آلل مشابه نبـوده      

اي  نقطــه  در مــورد جهــش،)ITD(ضاعف تــوالي داخلــي تــ

D835آگهــي  هــاي گونــاگون آن اثــرات پــيش  و اســتخلاف

به دليل فراوانـي    . داري ثبت نشده است     طور معني ه  ها ب  آن

  يــك) ITDخــصوص ه بــ (FLT3بــالاي جهــش در ژن  

  

 FLT3تمركز شديد بر روي داروهـاي بازدارنـده فعاليـت           

 بـر  عـلاوه ود دارد كـه     جهـش يافتـه وج ـ    تيروزين كنازي   

هاي استاندارد رايـج در درمـان        رايج در پروتكل   داروهاي

AML، ــل ــايي از قبي ــاCEP-701 داروه ــدود   ت  در %94ح

اراي دد   در مـوار   %27  و ITDمورد بيماران داراي جهـش      

هاي لوسميك   اثر بازدارندگي بر تكثير سلول     D835 جهش

ــان  و ــدAMLدر نتيجــه درم هــاي  از محــدوديت .)28( دارن

انجام اين پژوهش، عدم دسترسي به پرونده بيماران جهت         

  .ها بود يافتن بعضي از اطلاعات آزمايشگاهي آن

  

  گيري نتيجه

 FLT3هاي ژن گيرنـده       اين مطالعه نشان داد كه جهش     

 را شـامل    AMLدرصد قابل توجهي از بيماران مبـتلا بـه          

  هــاي در پايــان اينكــه پيگيــري مناســب جهــش . شــود مــي

)ITD, D835( در ژن گيرنــده FLT3  و اجرائــي كــردن 

 ،صـورت روتـين   ه  هـا ب ـ   هاي تشخيص مولكولار آن     روش

درمـان   مـديريت گيـري مناسـب در    منجر بـه يـك تـصميم      

هــاي  لوســمي ميلوئيــدي حــاد شــده و از اجــراي پروتكــل

ماني كم فايـده، ايجـاد مقاومـت بـه درمـان و عودهـاي               در

  .آورد عمل ميه مكرر جلوگيري ب

  

 شكرتقدير و ت

نويسندگان مقاله از معاونت پژوهـشي دانـشگاه علـوم        

پزشكي ايران جهت حمايت مالي، مركز تحقيقات سـلولي و      

هـا و از   ملكولي دانشگاه علوم پزشكي ايران جهت آزمايش   

سازمان انتقال خون ايران و بيمارستان شريعتي به جهـت       

  .هاي لازم نهايت تشكر را دارند تامين نمونه
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Diagnosis of FLT3 Mutations Including Internal Tandem 
Duplication and D835 Aspartic Acid Point Mutation in Patients 

with Acute Myeloid Leukemia 
  

  

*F. Zaker, PhDI    M. H. Mohammadi. MScII    A. Kazemi, PhDIII 

M. Bakhshayesh, MScIV 

  

  

  

 

Abstract 
Background and Aim: Molecular basis of Acute Myeloid Leukemia (AML) involves mutations in 

regulatory genes of cellular proliferation and differentiation.Mutation in tyrosine kinase receptor gene of 

FLT3 occurs in high frequency in AML, resulting in proliferation and abnormal survival of leukemia cells. 

Mutations in Internal Tandem Duplication (ITD) and D835 of FLT3 gene are associated with poor 

prognosis .The aim of this study was to diagnose and determine the frequency of this mutation in AML. 

Materials and Methods: This descriptive - observational study was performed on 101 AML patients 

for mutations in exon 11,12 and interon 11 of ITD and D835 mutation in exon 20 of FLT3 receptor gene 

using PCR .Mutation in ITD was observed using PCR products run on acrylamid gel 8% and compared to 

marker. PCR products of D835 mutation on genomic DNA were studied using ECORV restriction enzyme 

and RFLP technique. 

Results: ITD mutation was observed in 18% of AML studied patients with differences in subgroups of 

FAB. Also 6% of the patients showed D835 mutation with difference in subgroups of FAB. 

Conclusion:This study revealed that mutations in FLT3 gene occurr in substantial number of AML 

patients. Therefore ,molecular diagnosis of these mutations prior to treatment leads to a better decision 

making for the therapeutic protocol. 

 

Key words:   1) AML (Acute Myeloid Leukemia)       2) FLT-3 (Fms Like Tyrosin kinase  

                    3) ITD (Internal Tandem Duplication)       4) D835 (Aspartic Acid 835) 

                    5) PCR (Polymerase Chain Reaction) 
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