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  چکيده

به  MTCدر پيدايش  RETهاي پروتوآنکوژن جهشنقش مهم . کندگير يا ارثي بروز ميبه دو صورت تک (MTC)سرطان مدولاري تيروييد  :اهداف

و  MTCدر افراد مبتلا به  RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي هاي رايج اگزونبررسي شيوع جهش ،هدف از اين مطالعه. خوبي مشخص شده است

  .اعضاي خانواده آنان در جمعيت ايراني بود

داوطلبانه انتخاب شدند و مورد بررسي قرار صورت نفر از اعضاي خانواده آنها به شيوه فراخوان و به ۲۱و  MTCفرد مبتلا به  ۷۶ :هامواد و روش

 RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي انجام گرفت و اگزون" Kپروتئيناز  -نمک اشباع"ژنومي از نمونه خون محيطي افراد به روش  DNAاستخراج . گرفتند

مورفيزم طول قطعات قرار گرفته و الگوي پليهاي محدودکننده معين در معرض آنزيم PCRسپس، محصولات . تکثير شدند PCRبا استفاده از روش 

  . آميد بررسي شدآکريلهاي محدودکننده روي ژل پليحاصل از عمل آنزيم

جهش مربوط به  ۸از اين تعداد، . شناسايي شد RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي جهش در اگزون RFLP ،۱۳با بررسي الگوهاي حاصل از  :هايافته

  .مورد بود ۱مورد و در اعضاي خانواده آنان  ۱۲ها در افراد بيمار تعداد جهش. بود) ۱۰اگزون ( ۶۱۸جهش مربوط به کدون  ۵و ) ۱۱اگزون ( ۶۳۴کدون 

بالا است و اعضاي خانواده آنان نسبتا   MTC به در بيماران ايراني مبتلا RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي شيوع جهش در اگزون :گيرينتيجه

)۴/۱۳.(%   
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Abstract 

Aims: Medullary thyroid carcinoma (MTC) occurs in both sporadic and hereditary forms. The important role of 

the RET proto-oncogene mutations in MTC development has been well demonstrated. The aim of this study was 

to determine the prevalence of common mutations in exons 10 and 11 of RET proto-oncogene among Iranian 

patients with MTC and their family members.   

Methods: 76 MTC patients and 21 members of their families were selected voluntarily by call method and then 

were examined. Genomic DNAs were extracted from peripheral blood samples of participants according to 

“standard salting out/proteinase K” method and exons 10 and 11 of RET proto-oncogene were proliferated using 

PCR method. Then, PCR products were exposed to certain limiting enzyme and polymorphism pattern of parts 

length obtained from limiting enzyme operation on poly acrylic amide gel was analyzed. 

Results: By analysis of patterns obtained from RFLP, 13 mutations were detected in exons 10 and 11 of RET 

proto-oncogene, of which 8 mutations were related to the codon 634 (exon 11) and 5 mutations were related to 

codon 618 (exon 10).  The number of mutations in patients was 12 cases and in their family members was one 

case.  

Conclusion: The prevalence of RET proto-oncogene mutations in exons 10 and 11 among Iranian MTC patients 

and their family members is relatively high (13.4%).  
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  مقدمه

ترين تومور بدخيم سيستم اندوکرين بوده و سرطان تيروييد شايع

کارسينوماي ]. ۱[ها در انسان است تمامي سرطان% ۱مسئول حدود 

هاي توموري بدخيم با منشا سلول (MTC)مدولاري تيروييد 

کل انواع % ۵- ۱۰شده از ستيغ عصبي بوده و مشتق Cپارافوليکولار 

موارد % ۲۵در حدود  ].۴، ۳، ۲[شود هاي تيروييد را شامل ميسرطان

MTC  نوع . است) اسپوراديک(گير آن از نوع تک% ۷۵از نوع ارثي و

داراي الگوي وراثتي اتوزوم بارز با نفوذ متغير و وابسته  MTC ارثي 

تيروييد،  غير از غدهدر اين شکل از بيماري به]. ۶، ۵[است به سن 

گير هاي ديگر مانند غدد پاراتيروييد و آدرنال نيز دربرخي ارگان

صورت سندروم نئوپلازي  ۳به  MTCانواع ارثي ]. ۵[شوند  مي

غير  MTCو نوع  Bو A  (MEN2) ۲نوع اندوکرين چندگانه

MEN  خانوادگي(FMTC) سندروم . است MEN2A نوع % ۷۵که

 ،MTCتظاهرات باليني داراي ] ۶[شود ارثي اين بيماري را شامل مي

 MEN2Bکه  فئوکروموسيتوما و هيپرپلازي پاراتيروييد بوده، درحالي

گانگليونوروماتوز  ،نوروماهاي مخاطي ،فئوکروموسيتوما ،MTCشامل 

  ]. ۸، ۷، ۵[روده و ظاهر شبه مارفاني است 

اي را با ناحيه MEN2يز پيوستگي ژنتيکي، ارتباط آنال ۱۹۸۷در سال 

هاي پس از آن در سال. نشان داد ۱۰در نزديک سانترومر کروموزوم 

در انواع ارثي  RETاي پروتوآنکوژن هاي نقطهجهش ۱۹۹۴و  ۱۹۹۳

کروموزومي  در ناحيه RETپروتوآنکوژن ]. ۹[اين بيماري يافت شد 

۱۱.۲۱ q۱۰  اين ژن، گيرنده]. ۵[اگزون است  ۲۱قرارگرفته و داراي 

هاي رشد و کند که در انتقال سيگنالکيناز غشايي را رمز ميتيروزين

همچنين نقش اين ژن در فرآيند . تمايز سلول بسيار حايز اهميت است

هاي منشاگرفته از ستيغ ويژه تکامل کليه و سلولتکامل جنين، به

در غشا  RET دهگيرن]. ۹[خوبي نشان داده شده است عصبي به

کادهرين و يک شبه ناحيه ۴اي غني از سيستئين و سلول، داراي ناحيه

کينازي جايگاه اتصال کلسيم در بخش خارج سلولي و فعاليت تيروزين

همچنين اين گيرنده ].  ۱۲، ۱۱، ۱۰[در بخش داخل سلولي است 

پيرايش "بوده که طي فرآيند  RET ۹ ،۴۳ ،۵۱ايزوفرم  ۳داراي 

با اتصال ليگاند، ]. ۹[آيند وجود ميبه RETاز پروتوآنکوژن " بمتناو

فسفوريلاسيون واحدهاي ديمر شده و سپس ترانس RETپروتئين 

ها باعث تجمع سپس فسفوتيروزين. دهدتيروزين آن روي مي

فسفوتيروزين و  هاي داخل سلولي  داراي بخش باندشوندهپروتئين

SH2 انتشار سيگنال به داخل سلول  اين فرآيند منجر به. شوندمي

  ]. ۱۳[شود مي

هايي منجر به ايجاد بيماري RETرفتن عملکرد پروتوآنکوژن ازبين

شود و افزايش فعاليت آن در پيدايش مانند هيرشپرونگ می

يک  RETجايي که از آن]. ۱۴، ۱۲[هاي سرطاني نقش دارد  سندروم

پروتوآنکوژن بوده، جهش در يک آلل آن نيز براي ايجاد تغييرات 

 اي در پروتوآنکوژن هاي نقطهجهش]. ۱۵[نئوپلاستي کافي است 

RET در ايجادMTC ويژه آن دسته که مهم بوده و بسياري از آنها به

عنوان اهداف درماني در شوند، بهمي MAPKمنجر به فعاليت مسير 

هاي جهش]. ۱[توانند مورد استفاده قرار گيرند سرطان تيروييد مي

و  MTCباعث ايجاد نوع ارثي  RETلاين در پروتوآنکوژن ژرم

، ۲[شود  مي MTCهاي سوماتيک در آن منجر به نوع تک گير  جهش

 ۵در  بيشتر RET شده در پروتوآنکوژنهاي يافت جهش]. ۱۷، ۱۶

اگزون   ۶۳۴ ، کدون۱۰اگزون  ۶۲۰، ۶۱۸، ۶۱۱، ۶۰۹کدون سيستئين 

، ۱۴اگزون  ۸۰۴هاي غيرسيستئين مانند کدون  و برخي کدون ۱۱

  ].  ۱۹، ۱۸، ۵[است  ۱۶اگزون  ۹۱۸و کدون  ۱۵اگزون  ۸۸۳کدون 

به جايگاه  RETهاي  رسد که قدرت آنکوژني متفاوت جهشنظر ميبه

هاي  آمينه بستگي دارد که در نهايت مسئول فنوتيپتغيير اسيد

لاين  اين هاي ژرم جهش. است MEN2شده در گوناگون مشاهده

]. ۳[مشاهده شده است  MEN2موارد % ۹۵پروتوآنکوژن در بيش از 

% ۸۶و  MEN2Aموارد  % ۹۶اند که در بيش از ها نشان داده مطالعه

، ۶۱۸، ۶۱۱، ۶۰۹هاي  اي در کدون ، جهش نقطهFMTCبيماران 

غني از همگي مربوط به بخش خارج سلولي ( ۶۳۴يا کدون   ۶۲۰

ها منجر به  اين جهش .]۲۰، ۱۱[وجود دارد ) سيستئين اين پروتئين

شده و درنتيجه فعاليت  RETحذف سيستئين در پروتئين 

سولفيدي  کينازي پايدار آن از طريق تشکيل پيوندهاي دي تيروزين

شود حتي در شرايط نبودن ليگاند نيز فراهم مي RETهموديمرهاي 

هاي شايع  حاضر بررسي ژنتيکي جهش در حال]. ۲۳، ۲۲، ۲۱، ۱۳[

لذا امکان تشخيص زودرس افراد . پذير استامکان RETپروتوآنکوژن 

. وجود دارد MTCهاي خطرناک درمعرض ابتلا به  ناقل جهش

ويژه براي بستگان درجه اول بيماران، داراي به ،هاي ژنتيکي بررسي

وژن اگر در اعضاي خانواده جهش پروتوآنک. اهميت بسياري است

RET احتمال بروز  ،مشاهده نشودMTC  در آنان مشابه جمعيت

) مانند تيروييدکتومي(عادي بوده و نيازي به انجام اقدامات پيشگيرانه 

حاضر که برخي نتايج آن قبلا  منتشر شده است  مطالعه. نخواهد بود

  . ، اولين مطالعه در اين زمينه در ايران است]۲۶، ۲۵، ۲۴[

و  ۱۰هاي  هاي شايع اگزون مطالعه بررسي شيوع جهشهدف از اين 

  .بود MTCدر بيماران ايراني مبتلا به  ۱۱

  

  هامواد و روش

نفر از بيماران و خويشاوندان درجه اول  ۹۷جمعيت مورد مطالعه شامل 

افراد داوطلب براي شرکت در اين مطالعه فراخوانده شده و . آنان بود

افراد مبتلا به . د مطالعه شدندنامه وارپس از تکميل فرم رضايت

MTC هاي دانشگاهي و مراکز درماني نقاط مختلف در بيمارستان

شناختي تشخيص داده شده و تحت عمل کشور براساس شواهد آسيب

 RETپس از بررسي جهش پروتوآنکوژن . جراحي قرار گرفته بودند

 بستگان درجه اول او نيز براي ،درصورتي که بيمار داراي جهش بود

 تهيه از پس ژنوتيپ، تعيين منظوربه .شدندبررسي ژنتيکي فراخوانده مي

 نمک استاندارد روش از استفاده با ژنومي DNA افراد، محيطي خون

 پرايمرهاي از ۱۰ اگزون تکثير براي .شد استخراج K پروتئيناز /اشباع
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(10F 5´GCGCCCCAGGAGGCTGATGC3´)  و

(10R 5´CGTGGTGGTCCCGCCGCC3´)   براي و

 11AF)پرايمرهاي  از ۱۱تکثير اگزون 

5´CCTCTGCGGTGCCAAGCCTC3´)  11)وAR 

5´CACCGGAAGAGGAGTAGCTG3´) استفاده شد .

  : ميکروليتر با شرايط زير انجام گرفت ۵۰در حجم  PCRواکنش 

ها  dNTPميکروليتر از هر يک از  ۳/۰، ۱۰*ميکروليتر بافر  ۵/۱

)mM۱۰( ،۱ ۱۱و  ۱۰هاي اگزون ميکروليتر از پرايمر )µM۱۰( ،

 DNAميکروليتر  MgCl2 )mM۵۰( ،۵/۲ميکروليتر  ۲۵/۰

)ng/µl۱۰۰ ( مرازپليواحد آنزيم تک ۱و .  

هر دو   PCRشرايط. ها در ترموسايکلر اتوماتيک انجام شدواکنش

ثانيه براي  ۴۵مدت به C˚۹۳چرخه دماي  ۳۰اگزون شامل 

شدن، ثانيه براي بازسرشت ۳۰مدت به C ˚۶۷شدن، دماي واسرشت

دقيقه  ۱۰مدت به C˚۷۲ثانيه براي تکثير و  ۴۵مدت به C˚۷۲دماي 

محصولات آن با استفاده از  PCRپس از انجام . براي تکثير نهايي بود

در مجاورت مقادير  ۱۰اگزون  PCRمحصول . اتانول رسوب داده شد

 ،TaqI، BstUI، MboII، RsaIهاي محدودکننده مناسب از آنزيم

NlaIV  وCfoI  و محصولPCR  هاي در مجاورت آنزيم ۱۱اگزون

CfoI، RsaI، HaeIII  وDdeI شرايط انکوباسيون . قرار گرفتند

 ۱جدول . هاي توليدکننده تنظيم شدبراساس دستورالعمل شرکت

ها را در شرايط وجود يا فقدان حاصل از عمل آنزيم RFLPالگوهاي 

. دهدنشان مي RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي اگزون جهش

ها با استفاده از الکتروفورز محصول حاصل از هضم احتمالي اين آنزيم

آميزي با بروميد جدا و پس از رنگ% ۱۰آکريلاميد روي ژل پلي

  . اتيديوم با استفاده از پرتو فرابنفش آشکار شد

  

و الگوي  ۱۱و  ۱۰هاي در اگزون RETهاي پروتوآنکوژن جهش )۱جدول 

  هاي داراي جهشکننده بر اگزونهاي محدودحاصل از عملکرد آنزيم

  جهش

RET 
  

 اگزون

باز 

 تغييريافته
 آنزيم

  )جفت باز(طول قطعات 

 )يافتهجهش(

 طبيعي

 زقبل ا

 برش

  آلل 

 طبيعي

  آلل 

 يافتهجهش

C618Y ١٠ TGC 

(TAC)  
Rsa I ١٣١+٥٦ ١٨٧ ١٨٧  

C618F  ١٠  TGC 

(TTC)  
Mbo 

II  
١٥٨،٢٩ ١٨٧ ۲۹،۲۴+۱۳۱  

C634R ۱۱  TGC 

(CGC)  
Cfo I ١٧٣+٦١ ٢٣٤ ٢٣٤  

C634Y  ١١ 
TGC 

(TAC)  
Rsa I ١٧٤+٦٠  ٢٣٤ ٢٣٤  

C634G  ۱۱  TGC 

(GGC)  
Hae 

III 
١٣١+١٠،٣٠،٦١ ١٩٤،٣٠،١٠ ٢٣٤  

C634W  ١١  TGC 

(TGG)  
Cfo I ١٧٠+٦٤ ٢٣٤ ٢٣٤  

C634S  ۱۱  TGC 

(AGC) 
Dde 

I 
١١٣+٥٧، ٥،٥٩  ١٧٠،٥٩،٥ ٢٣٤  

  

  نتايج

به  ۱/۱مرد با نسبت  ۴۶زن و  ۵۱(نفر  ۹۷جمعيت مورد مطالعه شامل 

نفر اعضاي  ۲۱و  MTCنفر مبتلا به  ۷۶بود که از اين تعداد ) ۱

نفر زن  ۴۳فرد بيمار  ۷۶از . برخي از بيماران بودند ظاهرا  سالم خانواده

جمعيت مورد متوسط سن نيز در . بود ۱به  ۳/۱با نسبت  نفر مرد ۳۳و 

در جمعيت مورد . سال بود ۳/۱۵سال با انحراف معيار  ۳۲مطالعه، 

جهش  ۱۳تعداد  RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي مطالعه در اگزون

ها در بيماران و يک جهش در يکي از مورد از جهش ۱۲يافت شد که 

 ۷مورد در زنان و  ۶جهش،  ۱۳از . آنان مشاهده شد اعضاي خانواده

 MTC ۳/۱که تعداد زنان مبتلا به با وجود آن. ردان بودمورد در م

 ۱۱و ۱۰هاي برابر بيشتر از مردان بيمار بود، اما ميزان جهش در اگزون

برابر بيشتر  ۱۶/۱در مردان نسبت به زنان   RETپروتوآنکوژن 

مورد  ۸و  ۱۰اگزون  ۶۱۸ها در کدون مورد از جهش ۵. مشاهده شد

ها تمامي جهش. شناسايي شد ۱۱ون اگز ۶۳۴جهش ديگر در کدون 

مربوط به کدون سيستئين در اين دو اگزون بود که شامل 

Cys618Phe  ،چهار موردCys618Tyr  ،يک موردCys634Ser 

 يک مورد،Cys634Trp يک مورد، Cys634Arg يک مورد، 

Cys634Gly  ،يک مورد Cys634Tyگونه همان. چهار مورد بود

بيشترين جهش مربوط به  ۱۰اگزون  ۶۱۸که ملاحظه شد در کدون 

و در کدون ) زن ۲مرد و  ۲(آلانين سيستئين به فنيل تغيير اسيد آمينه

 نيز بيشترين جهش مربوط به تبديل اسيد آمينه ۱۱اگزون  ۶۳۴

همچنين در اين مطالعه . است) زن ۳مرد و  ۱(سيستئين به تيروزين 

که داراي جهش در اگزون MTCبستگان درجه اول بيماران مبتلا به 

در پسر . نيز مورد بررسي ژنتيکي قرارگرفتند ،بودند ۱۱و  ۱۰هاي 

 MTCعلت ابتلا به ساله ظاهرا  سالم  يک خانواده که پدر وي به۱۷

  . يافت شد Cys634Trpفوت شده بود، يک جهش در کدون 

  

  بحث

 ۱۱و ۱۰هاي فرد مورد بررسي در اين پژوهش، در اگزون ۹۷از 

و  MTCجهش در بيماران مبتلا به  ۱۲تعداد   RETوآنکوژن پروت

توان بنابراين مي. يک جهش در فرزند يکي از بيماران مشاهده شد

در  RETطور کلي فراواني آللي جهش پروتوآنکوژن گفت که به

رفت، گونه که انتظار ميهمان. است% ۴/۱۳جمعيت مورد مطالعه 

 ۶۱۸و کدون %) ۲۴/۸( ۶۳۴بيشترين ميزان جهش مربوط به کدون 

افراد مورد مطالعه در اين پزوهش از لحاظ نوع بيماري . بود%) ۱۶/۵(

مشخص  MEN2B ،MEN2A ،FMTCگير يا ارثي يا نوع تک

لاين نشده بودند، اما مسلم آن است که افرادي که در آنان جهش ژرم

حساب يافت شده است، جزء موارد ارثي بيماري به RETپروتوآنکوژن 

نيز داراي  ۱۶ويژه اگزون ها بهيند و ممکن است در ساير اگزونآمي

هاي سفيدپوست گوناگون مبتلا ها روي جمعيتمطالعه. جهش باشند

http://daneshresan.com/
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هاي پروتوآنکوژن ، فراواني متفاوتي را براي جهش در کدونMTCبه 

RET هاي اين ژن در عنوان مثال بررسي جهشبه. نشان داده است

ارثي و اعضاي درجه اول  MTCاسپانيا و فرانسه در بيماران مبتلا به 

 (Cys634Arg) ۶۳۴آنان، بيشترين جهش را در کدون  خانواده

در ايتاليا بيشترين ميزان جهش نوع ارثي ]. ۲۸، ۲۷[گزارش کرده است 

و کمترين آن در  (Val804Met) ۸۰۴درکدون  (FMTC)بيماري 

گير بيماري بيشترين جهش مربوط به کدون و در نوع تک ۶۳۴کدون 

۹۱۸(Met918Thr)   در جمعيت پرتغال و ]. ۳۰، ۲۹[بوده است

گير بيماري بيشترين جهش در کدون جمهوري چک نيز براي نوع تک

در ايالات متحده آمريکا نيز بيشترين ]. ۳، ۲[شناسايي شده است  ۹۱۸

، کدون (MEN2) ۶۳۴ون ميزان جهش در نوع ارثي بيماري در کد

۹۱۸ (MEN2B) ۸۰۴و  ۷۶۸، کدون (FMTC)  ۳۱[بوده است .[

ارثي نشان داد  MTCاي در چين روي افراد مبتلا به همچنين مطالعه

ويژه داراي بيشترين فراواني بوده است، به ۶۳۴که جهش کدون 

Cys634Tyr  در نوعMEN2A  در نوع  ۹۱۸و پس از آن کدون

MEN2B ]۱۵ .[عيت هلند نيز بيشترين ميزان جهش در در جم

FMTC  و در نوع  ۶۱۸مربوط به کدونMEN2B  مربوط به کدون

رسد شيوع جهش نظر ميطور کلي بهبه]. ۳۲[بوده است  ۹۱۸

هاي سفيدپوست به غير از ايتاليا در بيشتر جمعيت RETپروتوآنکوژن 

ين هرچند در ايران و چ. باشد (Cys634Arg)  ۶۳۴مربوط به کدون 

بوده، اما   ۶۳۴مربوط به کدون  MTCنيز بيشترين شيوع جهش در 

  ]. ۱۵[بوده است  Cys634Tyrنوع جهش آن بيشتر از نوع 

  

   گيرینتيجه

در بيماران  RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي شيوع جهش در اگزون

گيري توان چنين نتيجهنسبتا  بالا است و مي MTCايراني مبتلا به 

هاي انجام بررسي ژنتيکي از نظر جهش ،اين بيماران کرد که در مورد

 بديهي است که عدم مشاهده. بسيار ضروري است RETپروتوآنکوژن 

تواند احتمال وجود جهش در افراد نمي ۱۱و  ۱۰جهش در اگزون هاي 

جايي که در جمعيت مورد بررسي ها را نفي نمايد و از آنساير اگزون

مطالعه شده است،  RETپروتوآنکوژن  ۱۱و  ۱۰هاي تنها اگزون

ويژه اگزونها بههاي آينده ساير اگزونشود که در مطالعهپيشنهاد مي

از لحاظ  DNAتر تعيين توالي با روش دقيق ۱۶و ۱۵، ۱۴، ۱۳هاي 

هاي جديد اين ژن در بيماران ايراني هاي شايع  يا جهشوجود جهش

ها با وضعيت باليني اين نوع جهش و همچنين ارتباط MTCمبتلا به 

  .و روند پيشرفت بيماري در افراد، مورد بررسي قرارگيرند
    

از همکاري بزرگوارانه پزشکان متخصص غدد : تشکر و قدرداني

که در تشخيص و معرفي بيماران بسيار همکاري نمودند و همچنين از 

هاي فني کارکنان زحمتکش آزمايشگاه دريغ و کمکزحمات بي

ريز و متابوليسم دانشگاه نتيک مولکولي پژوهشکده علوم غدد درونژ
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