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Abstract 

Background: CALR mutation has recently been identified in myeloproliferative 

neoplasms, but little is known about the occurrence of this mutation in Iran. This study 

was performed to molecular study of CALR gene mutations in children with leukemia 

hospitalized in Kerman hospitals. 

Material and Methods: The present study was an experimental study. In this study, 

the mutation of calerticulin was evaluated by simple random sampling in 50 children or 

in the treatment of myeloproliferative malignancies. To determine the mutation, genomic 

DNA was first extracted from peripheral blood buffer and mutation was determined by 

polymerase chain reaction with specific allele. The samples were then sequenced. The 

results were correlated with demographic factors using SPSS software. 

Results: 1.2% of patients with myeloproliferative neoplasms had CALR mutation. 

The rate of CALR gene mutation in the study group is comparable with previous reported 

results. 

Conclusion: Therefore, according to WHO criteria, polymerase chain reaction with 

specific allele can be used to identify this mutation in Iranian patients with suspected 

myeloproliferative neoplasms. 

 

Keywords: Mutation, Calerticulin gene, Leukemia, Thrombocythemia, 

Myelofibrosis. 
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  چکیده
های میلوپرولیفراتیو شناسایی شده است، اما اطلاعات اندکی  به تازگی در نئوپلاسم CALRجهش  هدف:

در  CALRهای ژن  در مورد بروز این جهش در ایران وجود دارد. مطالعه حاضر جهت بررسی مولکولی جهش

 های شهر کرمان انجام شد. کودکان مبتلا به سرطان خون بستری در بیمارستان

گیری  پژوهش حاضر از نوع مطالعه تجربی بوده و در آن جهش کالرتیکولین با روش نمونه ها: مواد و روش

های میلوپرولیفراتیو مورد ارزیابی قرار  کودك بیمار یا در حال درمان مبتلا به بدخیمی ۵8تصادفی ساده در 

شد و تعیین  ژنومی از بافی کوت تهیه شده از خون محیطی استخراج DNAگرفت. برای تعیین جهش ابتدا 

یابی شدند. تعیین  ها توالی ای پلیمراز با آلل اختصاصی انجام شد. سپس نمونه جهش به روش واکنش زنجیره

 انجام شد.  SPSSافزار  ارتباط نتایج حاصل با فاکتورهای دموگرافیک با استفاده از نرم

بودند.  CALRی، دارای جهش های میلوپرولیفراتیو مورد بررس % بیماران مبتلا به نئوپلاسم۲/۱ نتایج:

 در گروه مطالعه قابل مقایسه با نتایج گزارش شده قبلی است. CALRمیزان جهش ژن 

ای پلیمراز با آلل اختصاصی  براساس معیارهای سازمان بهداشت جهانی، از واکنش زنجیره گیری: نتیجه

 ای میلوپرولیفراتیو استفاده کرد.ه توان برای شناسایی این جهش در بیماران ایرانی مشکوك به نئوپلاسم می

 

 جهش، ژن کالرتیکولین، سرطان خون، ترومبوسیتمی، میلوفیبروز. ها: کلیدواژه

  

                                                        

استاد راهنما بابک ، شناسی سلولی و مولکولی شناسی ارشد فرزانه پرناک، در رشته زیستنامه كار پایان برگرفته از:پژوهش حاضر . 1
یب رسیده است. 11/6/37باشد كه در تاریخ  خیرخواه می  در دانشگاه آزاد اسلامی، واحد سیرجان به تصو

 03/22/2031 تاریخ پذیرش:؛    17/36/2031 تاریخ دریافت:
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 مقدمه. 1

 در ین عامل در كشورهایافته و سومی توسعه یر در كشورهایع مرگ و مین عامل شایسرطان دوم
ل یها را تشک سرطان درصد كل 1(. سرطان خون حدود 2،1ران است )یحال توسعه از جمله ا

سرطان خون  ی(. اگرچه عامل اصل0افتد ) یشتر اتفاق میافته بی توسعه یدهد كه در كشورها یم
 یمارین بیدر بروز ا یطیو مح یکین باورند كه عوامل ژنتیهنوز ناشناخته است، اما محققان بر ا

 (. 0نقش دارند )
، 2شامل پلی سایتمی ورا 1لیفراتیوهای میلوپرو نئوپلاسم 1331در سال WHO  بندی طبق طبقه

، لوسمی نوتروفیلیک 5، لوسمی میلوئیدی مزمن4، میلوفیبروز اولیه3ترومبوسایتمی اولیه یا اساسی
بندی  های میلوپرولیفراتیو دسته ، ماستوسیتوزیس و نئوپلاسم7، لوسمی ائوزینوفیلیک مزمن6مزمن
 (.5باشند) می 8نشده

 MPNsساز  های بنیادی خون تند كه در اثر اختلال در سلولهای كلونال خونی هس بدخیمی
شوند و معمولا با افزایش  سازی می گردند. این اختلالات باعث افزایش فعالیت خون ایجاد می

(. در 6یابد ) های خونی همراه هستند كه عموما یک رده به صورت غالب افزایش می تولید سلول
ها قبل از  می ندارند یا ممکن است علائم تا سالیا هیچ نوع علائ MPNsبرخی موارد افراد با 

بزرگ شدن  غیرطبیعی، CBC(. این علائم شامل: نتایج 7شناخته شدن به صورت خفیف بمانند )
، درد شکمی، لخته شدن بیش از حد )به عنوان مثال لخته شدن خون در ورید یا 10یا كبد 9طحال

های  سردرد، سرگیجه، مشکلات بینایی. از این رو یافتن جهش شریان(، كبودی و خونریزی آسان،
                                                        

1. MPNs: Myeloproliferative neoplasms 
2. Polycythemia vera )PV( 
3. Essential thrombocythemia (ET) 

4. Primary sisolbyfolmym (PMF)  

5. Chronic myeloid leukemia (CML)  

6. Chronic neutrophilic leukemia (CNL) 

7. Chronic (Eosinophilic Leukemia) 

8. MPNU: Myeloproliferative neoplasm unclassifiable 

9. Splenomegaly 

10. Hepatomegaly 
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و مفید  كننده  كمک MPNs تواند در افتراق و شناسایی جدید و بیوماركرهای تازه كشف شده می
 (. 1، 7باشند )

(. این جهش بعد از 1باشد ) می 1ازجمله این بیوماركرها، جهش تازه كشف شده كالرتیکولین
از بزرگسالان با  13-15ناهنجاری ژنتیکی است كه در %  نتری ، جزء شایعJAK2جهش 

(. 3شود ) از بزرگسالان با میلوفیبروز اولیه دیده می 15-03ترومبوسیتمی ضروری و %
دهد و  كالرتیکولین برای بار نخست به عنوان پروتئینی كه در شبکه اندوپالسمیک با كلسیم پیوند می

(. در 23ردن دقیق آنها نقش دارد، مورد شناسایی قرار گرفت )ها و تاخو در كنترل كیفی سنتز پروتئین
های گوناگون از  های مختلف سلول با نقش خارج از شبکه اندوپلاسمیک، كالرتیکولین در قسمت

دهی  ها، ذخیره كلسیم، سیگنال های آپوپتوز شده، چسبندگی و مهاجرت سلول قبیل پاكسازی سلول
های خودایمنی  های استروئیدی و پاسخ های حساس به هورمون در رابطه با كلسیم، تنظیم بیان ژن

ژن كالرتیکولین به عنوان  3(. جهش سوماتیک در اگزون شماره 23 ،3مشاهده شده است )
( در مواردی PMF( و مایلوفیبروز اولیه )ETترین اختلال كروموزومی در ترومبوسیتمی اولیه ) شایع

به  CALRهای  (. تمام جهش3گزارش گردید ) 1320منفی است، در دسامبر  JAK2كه جهش 
دهد كه منجر به  ( روی می3 و یا حذف نوكلئوتیدی در آخرین اگزون )اگزون 2صورت اضافه شدن

 (. 22گردد ) می 3تغییر الگوی قرائت ژنتیکی
مشاهده شده است، ولی دو  CALRجهش گوناگون در ژن  53با وجودی كه تاكنون بیش از 

 5( یا جهش تایپ یک و دیگری با اضافه شدن 51bpجفت باز ) 51 جهش اختصاصی با حذف
(. با توجه به 3دهند ) را شکل می CALRهای  % جهش13جفت باز یا جهش تایپ دو بیشتر از 

توان از آنها به  های لنفوئیدی و بافت توپر مشاهده نگردیده، می های فوق در سرطان اینکه جهش
دهد كه افراد  (. مطالعات نشان می21استفاده كرد ) PMFو  ETآل تشخیصی در  عنوان نشانه ایده

)لوسمی  MPLیا  JAK2های در كل میزان بقاء آنها بیشتر از افراد با جهش CALRهای  با جهش
نسبت به دیگر افراد ترومبوسیتمی ضروری با   باشد. همچنین افراد با این جهش میلوپرولیفراتیو( می

                                                        

1. CALR: Calreticulin  

2. Insertion 

3. Frameshift  

کاربردی بیولوژی
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 (. 20ترومبوز دارند ) ، خطر كمتری برایJAK2جهش مثبت 
در كودكان مبتلا به سرطان خون  CALRهای ژن  مطالعه حاضر جهت بررسی مولکولی جهش

 های شهر كرمان انجام شد. بستری در بیمارستان

 روش کار. 2

نفر از كودكان  53انجام شد. ابتدا خون  2037شاهدی در سال  -مطالعه حاضر از نوع موردی
نفر  53های شهر كرمان مراجعه نموده بودند و همچنین خون  مارستانیب مبتلا به سرطان خون كه به

 ین مراجعه برایآوری شد. افراد سالم ح نه سرطان خون، جمعیشیافراد سالم بدون هرگونه پ
ن از لحاظ دارا بودن یابتلا به هرگونه سرطان و همچن یاز لحاظ سابقه خانوادگ یریگ خون

خطر ابتلا به سرطان خون مورد پرسش قرار گرفتند و در صورت دارا بودن هرگونه سابقه  یفاكتورها
های  ا دارا بودن عوامل پر خطر، از لیست افراد سالم حذف شدند. همه نمونهیسرطان در خانواده 

ساعت نگهداری شدند. حجم نمونه براساس  10به مدت حداقل  -C º 20 آوری شده در خون جمع
نمونه  53نمونه بیمار و  53درصد،  5به حجم نمونه فرمول كوكران، با سطح خطای فرمول محاس

 گروه كنترل تخمین زده شد.
 ((CAT NO)):شركت سینا كلون با نام DNA، از كیت استخراج DNAبه منظور استخراج 

PR881612CinnaPure-DNA CinnaPure-DNA (whole blood, serum and plasma) ,50 Preps 
 انودراپـاه نـاده از دستگـا استفـراج شده بـاستخ DNAت یفیده شد و كاـاستف

,Wilmington, DE, USA) Thermo Scientific در )OD = 260/280 = 1.8-2nm زیآنال 

 د. یگرد
 5/1میکرولیتر شامل  15 ییدر حجم نها Tetra-primers Arms PCRسپس واكنش 

، dNTPs 10mMمیکرولیتر MgCl225mM ،5/3میکرولیتر  Buffer 10x PCR ،1میکرولیتر 
میکرولیتر  15/3(، 2)جدول شماره  (100pM)میکرولیتر از هر یک از پرایمرهای اختصاصی  2/3

)با غلظت  DNAمیکرولیتر  1میکرولیتر آب دیونیزه و  Taq DNA Polymerase ،55/27آنزیم 
ایی و زمانی مورد نظر برای انجام نانوگرم( برای هر نمونه مورد نظر استفاده شد. برنامه دم 3/2

 ه دریون اولیکلر )اپندورف، آلمان( با دناتوراسیانت ترموسایبا استفاده از گراد PCRواكنش 
درجه سلسیوس  35ون در یسیکل شامل: دناتوراس 05دقیقه برای  23وس به مدت یدرجه سلس 35
درجه سلسیوس برای  71سط در ثانیه، ب 03درجه سلسیوس برای  57ثانیه، اتصال آغازگرها در  03
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 دقیقه در نظر گرفته شد. برای مشاهده 23درجه سلسیوس برای  71 ییك بسط نهایثانیه و  63
گارز  ی، الکتروفورز بر رویسم ژنومیمورف یپل  ×TBE 1ولت در بافر  253% در شرایط 5/2ژل آ

 )یک برابر( انجام شد.

 ها یافته. 3

های شهر كرمان در  مارستانیكننده به ب مار مراجعهیاز كودكان ب یشاهد -ن مطالعه موردیدر ا
مورد  CALRسم ژن یمورف ینفر به عنوان گروه مورد و شاهد انتخاب شده و از نظر پل 233مجموع 

مار مبتلا به سرطان خون، كه وجود سرطان در ینفر ب 53بررسی قرار گرفتند. افراد گروه مورد شامل 
فرد سالم به عنوان گروه شاهد پس از  53ن ییص داده شده، بودند. همچنآنها و درجه سرطان تشخ

انتخاب شدند. افراد گروه شاهد فاقد هرگونه سابقه ابتلا به سرطان در خود فرد  یگر دو مرحله غربال
 53د. در این مطالعه تعداد ین افراد رد گردیا بستگان درجه اول و دوم بوده و وجود سرطان در ایو 

 tetra ARMS PCRراحل مختلف بیماری سرطان خون مورد بررسی قرار گرفتند. نتایج كودک با م
و مابقی موارد  Tنفر هتروزیگوت برای آلل  1در جمعیت سالم نشان داد كه تنها  CALRدر ژن 

 (.2هوموزیگوت بودند )شکل  Tو  Aهای  برای آلل
نفر هتروزیگوت  16دند. همچنین بو Tنفر هم فاقد آلل  0و  Aفرد فاقد آلل  13در این مطالعه 

 (.1بودند )شکل T و Aبرای هر دو آلل 
واینبرگ قرار دارد و  -نتایج آنالیز آماری نشان داد كه جمعیت مورد مطالعه در تعادل هاردی

 (.0و  1بین افراد گروه بیمار با گروه كنترل وجود ندارد )جدول  داری هیچ اختلاف معنی

 بحث. 4

 یدیمف یابزارها یستند، ولیخاص در ارتباط ن یها یماریماً با بیها، مستق سمیمورف یعموماً پل
 دست آمده ج بهی(. نتا20( هستند )یال )چند عاملیفاكتور یمولت یها یماریمطالعه ب یبرا

 ه پروموتر در ارتباط است،یدر ناح CALRسم ژن یمورف یاز مطالعه حاضر نشان داد كه پل
ش یرا با خطر افزا یدار یارتباط معن یاز نظر آمار 0350+ هیدر ناحسم قرار گرفته یمورف یاما پل

 (یدیتك نوكلئوت یها سمیمورف )پلیها   SNPsز ینشان نداد. شواهد نشان داد كه آنال یماریب
شرفت یطور دانش ما را در مورد رشد و پ نیها را مشخص و هم یماریمرتبط با ب یها تواند ژن یم

دهند،  یرخ م یا ساختاری یمیتنظ یكه در نواح ییها سمیمورف ی(. پل25ش دهد )یها افزا نئوپلاسم

کاربردی بیولوژی
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رسد كه  ینظر م ر دهند. بهییرا تغ یکیمونولوژیا یها مرتبط با واكنش یها ان ژنیتوانند سطح ب یم
را  یماریشرفت بیدر تعامل هستند و پ یطیمح یها و فاكتورها گر ژنیمستعدكننده با د یها ژن

 (.26بخشد ) یسرعت م
Pietrowski انه انجام شد، گزارش یم یت اروپایجمع یای كه بر رو و همکارانش در مطالعه

در  یو سرطان خون ارتباط وجود دارد، ول CALRدر ژن  -522سم یمورف ین پلیدادند كه ب
ج مطالعه ین مطالعه با نتایج ای(. نتا27دا نشده است )یپ ین ژن ارتباطی+ ا0350سم یمورف یپل

 ها كه در تینژادها و قوم یدر بعض CALRسم ژن یمورف یرسد پل یدارد. به نظر م حاضر مطابقت
 یك فاكتور مستعدكننده سرطان خون باشد، ولیخاص هستند،  یطیاز عوامل مح یمعرض بعض

 طور نباشد. نیگر اید یتیدر جمع
و  C677Tمورفیسم  شناسایی شده كه از جمله پلی CALRهای متعددی از ژن  مورفیسم پلی

A1298C باشند  های این ژن می مورفیسم ترین پلی ترین و فراوان دارای شیوع بالاتری بوده كه از مهم
شامل جایگزینی  MTHFR C677Tمورفیسم  شوند. پلی و باعث كاهش فعالیت این آنزیم می

C→T  111است كه سبب جایگزینی والین با آلانین در اسیدآمینه  0در اگزون  677در جفت باز 
 (. 27شود ) می

Sull  مورفیسم  اثر پلی 1330و همکاران در سالMTHFR C677T  بر پیشرفت سرطان خون
، خطر ابتلا بیشتری TTرا بررسی كردند. برطبق نتایج گزارش شده در افراد دارای ژنوتیپ   در كره

 (.21برای سرطان مشاهده شد )
Mei  مورفیسم  د كه بین پلیای در چین دریافتن در مطالعه 1321و همکاران در سالMTHFR 
 TTكه افراد دارای ژنوتیپ   طوری داری وجود دارد. به پذیری در برابر سرطان رابطه معنی و آسیب

 (. 23باشند ) دارای بیشترین خطر ابتلا به سرطان خون می
در یونان انجام شد،  1330و همکاران در سال  Lambropoulosای كه توسط  در مطالعه
و خطر دیسپلازی سرطان یافت نشد. فراوانی  MTHFR C677Tمورفیسم  پلیارتباطی بین 

 (. 13در گروه بیماران نسبت به گروه كنترل بیشتر بود ) CCژنوتیپ 
 مورد مطالعه، یها تیمتفاوت جمع یکینه ژنتیج مختلف ممکن است به علت زمین نتایا

 مختلف یاـه تیخاص در جمع یها سم ژنیورفـم یرتبط با پلـم یتینکه بر اثر هتروژنسیا اـی
 باشد.
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Zoodsma ای كاهش خطر ابتلا به سرطان سرویکس را در افراد  و همکارانش در مطالعه
، با افزایش خطر ابتلا به سرطان و Cمشاهده كردند و آلل  Tهموزیگوت و هتروزیگوت دارای آلل 

CIN ( 12همراه بود.) 
 در شمال هندوستان انجام 1331و همکاران در سال  Shekariای كه توسط  در مطالعه

 تأكید شده است CT+TTو  CTشد، بر كاهش ریسک ابتلا به سرطان در افراد دارای ژنوتیپ 
(11.) 

رسد در افراد دارای  نظر می با توجه به نتایج این تحقیق در راستای سایر تحقیقات انجام یافته، به
برابر بیشتر نسبت  CC ،82/4وجود دارد. افراد دارای ژنوتیپ ، كاهش ریسک ابتلا به بیماری Tآلل 

باشند. از  ، در معرض خطر ابتلا به سرطان خون میTTو هموزیگوت  CTبه افراد هتروزیگوت 
ها و استیج بیماری، كودكان  محاسبه شده برای بررسی ارتباط ژنوتیپ ORطرفی با توجه به عدد 

 CCنسبت به ژنوتیپ  ICو  CIN IIIبیماری در استیج  ، میزان پیشرفتTTو  CTدارای ژنوتیپ 
بیشتر  CIN IIIاحتمال پیشرفت بیماری به  CCعبارتی در افراد دارای ژنوتیپ  باشد. به كمتر می

 خواهد بود. 
داری  ( و غیرمعنیr=0/1همچنین استیج بیماری و سن بیمار نیز بررسی شد. همبستگی پایین )

(. بنابراین، با P=0/32دار نیست ) وجود دارد كه از نظر آماری معنی بین استیج بیماری و سن بیمار
چنین نتیجه گرفت  توان این آوری شده و نتایج حاصل از آنالیز آماری، می های جمع استفاده از داده

 ی معناداری وجود ندارد. دریک نگاه كلی به نتایج ذكر شده كه بین بیمار و استیج بیماری رابطه
در  MTHFR C677Tمورفیسم ‎رسد كه پلی نظر می بررسی در این تحقیق به در جمعیت مورد

( با كاهش خطر ابتلا به سرطان خون در TT( و هموزیگوت موتان )CTحالت هتروزیگوت )
 ارتباط است.

 گیری  نتیجه. 5

تری بررسی  مورفیسم در جوامع بزرگ شود این پلی با توجه به اهمیت سرطان خون پیشنهاد می
شود. دستیابی به نتایج متفاوت در تحقیقات مختلف ناشی از عوامل تاثیرگذاری از جمله وجود 

باشد. از  های مختلف، تفاوت جغرافیایی، شیوه متفاوت زندگی می های ژنتیکی در جمعیت تفاوت
ها و نژادهای مختلف در تخمین خطر ابتلا به  ها در جمعیت گری و شناسایی ژنوتیپ غربال رو این

کاربردی بیولوژی
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 گشا خواهد بود. ها و پیشبرد اهداف درمانی مفید و راه سرطان

 یتشکر و قدردان. 6

رجان و یواحد س یدانشگاه آزاد اسلام پژوهشگران این تحقیق از همکاران و پرسنل محترم
نژاد، كه در انجام این مطالعه، كمال همکاری و حمایت را  یا معصومعلن سركار خانم زهریهمچن

 ند.ینما ر و تشکر مییداشتند، تقد
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 پرایمرهای اختصاصی یدینوکلئوت یها یتوال -1جدول 

 CALR(23) جهت شناسایی پلی مورفیسم ژن 

 نام پرایمر توالی

5′-TCTAGAAATAAAAAAGCATAAAT-3′ Forward 
inner primer 

5′-ACAATTTGGTGAATTATCCAT-3′ Reverse 
inner primer 

5′-ATTGGCTGGCTTATCTTCA-3′ Forward 
outer primer 

5′-TGGTTTCTTCCTGGCTCT-3′ Reverse 
0outer primer 

 با استفاده ازنمونه کنترل  PCRالکتروفورز محصول  -1شکل 

 Outer primer (bp 341)( و bp 228) T allele (bp 161 ،)A allele یآغازگر اختصاص

 
 

  

کاربردی بیولوژی
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 از استفادهبا نمونه بیمار  PCRالکتروفورز محصول  -2شکل 

 Outer primer (bp 341)( و bp 228) T allele (bp 161 ،)A allele یآغازگر اختصاص

 

 واینبرگ‌–نتایج آنالیز آماری از دیدگاه تعادل هاردی  -2جدول 

SNP Tests for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium 

Controls Cases 

 n11= 2 (1.11) 

n12= 3 (4.77) 

n22= 6 (5.11) 

f_a1= 0.32 +/-0.116 

F= 0.37143 

p = 0.217990 (Pearson) 

p = 0.224650 (Llr) 

p = 0.232198 (Exact) 

n11= 8 (5.58) 

n12= 9 (13.84) 

n22= 11 (8.58) 

f_a1= 0.45 +/-0.077 

F= 0.34968 

p = 0.064268 (Pearson) 

p = 0.061999 (Llr) 

p = 0.066719 (Exact) 

SNP2 n11= 28 (20.54) 

n12= 36 (50.91) 

n22= 39 (31.54) 

f_a1= 0.45 +/-0.039 

F= 0.29291 

p = 0.002952 (Pearson) 

p = 0.002795 (Llr) 

p = 0.002927 (Exact) 

n11= 48 (0.00) 

n12= (0.00) 

n22= (0.00) 

f_a1= 1.00 +/-0.000 

F= 0.00000 

p = 0.000e+00 (Pearson) 

p = 0.000e+00 (Llr) 

p = 0.000e+00 (Exact) 
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 واینبرگ –ها از دیدگاه تعادل هاردی  ارتباط بین تست -3جدول

 
 

 :استناد به این مقاله

در  CALRهای ژن   (. بررسی مولکولی جهش9911پرناک، فرزانه؛ خیرخواه، بابک )
، بیولوژی کاربردیهای شهر کرمان.   کودکان مبتلا به سرطان خون بستری در بیمارستان

 . 61-43 ، ص93 ، شماره91دوره 
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