
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389 2011

ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389

چيکده
سرطان كولوركتال رايج‌ترين سرطان دستگاه گوارش شناخته شده هم در ايالات متحده و هم در اروپاست. اين سرطان در مردان ايراني سومين، 
و در زنان ايراني چهارمين سرطان شايع مي‌باشد. کدون‌های 12و13  این ژن به عنوان نقاط داغ جهش در اين ژن محسوب می‌شوند. جهش‌هاي 
سوماتيك در كدون‌هاي 12و13 )اگزون 1( ژن K-ras كه پروتئين Ras دائما فعال را مي‌سازد، در 20-50 درصد از سرطان‌هاي كولوركتال انسان 
يافت شدند. در اين پژوهش، 59 نمونه بافت تومور و نيز بافت نرمال اطراف تومور را با استفاده از روش PCR/sequencing  براي كدونهاي 
12 و 13 ژن K-ras بررسي كرديم. 20/3% از بيماران، جهش‌هاي نقطه‌اي در كدون‌هاي مذكور داشتند )10 جهش در كدون 12 و 2 جهش 
دركدون 13( و 80% اين جهش‌ها در كدون 12 اتفاق افتاده بود. نزديك به 60% جهش‌ها در ركتوم و 41/7% در كولون رخ داده بود.  بيش از %80 
جهش‌ها در آدنوكارسينوما و مقدار كمتري در Mucinous وجود داشت. بيشترين جهش در رده‌هاي سني بالاتر از 60 سال مشاهده شد. تنها دو 
نفر )16/6%( از بيماران داراي تاريخچه خانوادگي بودند. با توجه به كم بودن فراواني اين جهش در كدونهاي 12 و 13 ژن K-ras در اين جمعيت 
نسبت به برخي جمعيت‌هاي ديگر، بايد ساير اگزونهاي اين ژن نيز بررسي شود. زيرا ممكن است جهش را در نقاط ديگري از اين ژن بيابيم. 

بنابراين الگوی جهش ژن K-ras در جمعيت ايرانی، با الگوهای جهانی جهش اين ژن متفاوت است.
واژه‌های کلیدی: سرطان‌هاي كولوركتال، ژن K-ras، موتاسیون
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2012ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389

ساناز سبحاني، سيد مسعود غفارپور، زهرا مستخدمين حسيني و همكاران

مقدمه
آغاز مي‌شود.  ركتوم  يا  كولون  در  كه  است  كولوركتال، سرطاني  سرطان 
گزارش شده كه سرطان كولوركتال، تنوع جغرافيايي را در رخدادش حتي 
درون مناطقي از قوم و مليت‌هاي همگن نشان مي‌دهد )1(. در كشورهاي 
كمتر توسعه يافته، به دليل نوع رژيم غذايي، اين بيماري شيوع كمتري دارد. 
تخمين زده مي‌شود كه سالانه حداقل نيم ميليون نفر در دنيا به اين سرطان 
مبتلا مي‌شوند. پروتئين KRAS كه يك ‌G-protein منومري است، 
بصورت يك سويچ مولكول، سيگنال‌هاي خارج سلولي را از طريق گيرنده‌هاي 
 Ras غشاء سلولي به سيگنال‌هاي داخل سلولي تبديل ميك‌ند. آنكوژن‌هاي
فعال شده در اشكال متفاوتي از سرطان‌هاي انسان شامل كارسينوماهاي اپي 
تليال ريه، كولون و پانكراس شناخته شده است. كدون‌هاي 12 و 13 )اگزون 
اين سرطان  اين ژن در  )hot spot( جهش  1( ژن K-ras نقاط داغ 
هستند، جهش‌هاي ژن K-ras در كولوركتال آدنوما تا گسترش كارسينوما 
در 60-22% از سرطان‌هاي كولوركتال انساني زودهنگام اتفاق مي‌افتد )1و 
2 و 3-7(. تخمين زده مي‌شود كه سالانه حداقل نيم ميليون نفر در دنيا به 
اين سرطان مبتلا مي‌شوند )8و9(. با اين حال تشخيص زود هنگام اغلب به 

درمان كامل منجر مي‌شود )10-12(. 

مواد و روش‌ها 
به منظور بررسي كدون‌هاي 12 و 13 ژن K-ras واقع در اگزون شماره 
1 اين ژن و تعيين توالي آن در بيماران مبتلا به سرطان كولوركتال، نياز به 
نمونه‌گيري از بافت تومور كولون و بافت نرمال اطراف تومور بود. در اين 
مطالعه تعداد 59 بافت تومور بيماران سرطان كولوركتال شامل 28 بيمار 
مبتلا به سرطان كولون و31 بيمار مبتلا به سرطان ركتوم، توسط انستيتو 
كانسر بيمارستان امام خميني تهران در اختيار ما قرار گرفت. همچنين بافت 
نرمال اطراف تومور بيمارانی که جهش در اين ژن آنها مشاهده شد )12 
نفر( و نيز تعدادی از بيماران فاقد جهش )20 نفر( از اين مرکز تهيه شد. 
سن بيماران در اين تحقيق به طور متوسط 58 سال بود ونیز 58/6 درصد 

از بيماران زن و 41/4 درصد آنها مرد بودند. با در دست داشتن نمونه‌هاي 
بيماران، DNA ژنومي آن‌ها به روش مولكولي واكنش زنجيره‌اي پلي مراز 
)PCR( و سپس توالي يابي خودكار1 كه استاندارد طلايي بررسي جهش‌ها 
مي‌باشد، مورد مطالعه قرار گرفتند. استخراج DNA از بافت تومور تازه فريز 
شده توسط  كيتQIAamp DNA mini  و نيز از بافت تثبيت شده 
با پارافين توسط كيت QIAamp DNA FFPE Tissue  از شركت 
QIAGEN  ساخت کشور امریکا صورت گرفت. واکنش PCR بر روی 
K-ras-R  انجام شد. براي اين منظور از پرايمرهاي K-ras اگزون 1 ژن

و K-ras-F طبق توالي كه در جدول 1 آمده است استفاده شد )13(. 
آگارز  ژل  الكتروفورز  تكنيك  به كمك   PCR توسط  يافته  تكثير  قطعة 
مشاهده شد. پس از اينكه كيفيت باند‌ها و صحت PCR انجام شده تاييد 
شد، محصولات PCR جهت توالي يابي جهت  توالي يابي ارجاع شدند. 
توالي هاي بدست آمده از توالي يابي به روش فوق الذكر، توسط نرم افزار 
Finch Tv  و با كمك سايت NCBI بررسي شدند. با اين روش توالي 
مورد نظر در هر بيمار با توالي مرجع مقايسه شد و جهش هاي موجود در 
كدون‌هاي 12 و 13 ژن K-ras واقع در اگزون شماره 1 اين ژن نشان داده 
شد. در اين تحقيق تمامی اهداف مورد مطالعه تحت جداول فروانی نسبی 
و دياگرام‌های مربوطه بدست آمد و در نهايت ارتباط متغيرهای مورد نظر با 
استفاده از آزمون مربع كاي2 به کمک نرم افزار SPSS-15  مورد بررسی 

قرار گرفتند.

نتایج
تعداد 59 نمونه بافت تومور بيماران سرطان كولوركتال و همچنين بافت 
نرمال نمونه‌هايي )12 بيمار( كه در آنها جهش در منطقه مورد نظر در ژن 
K-ras يافت شده بود و نيز بافت نرمال20 بيماري كه فاقد جهش در 
اين منطقه بودند را جهت كنترل تهيه نموده و تمام مراحل اين تحقيق )از 
 ‌PCR تا توالي‌يابي( بر روي آن‌ها انجام شد. واكنش DNA استخراج
براي اگزون شماره 1 ژن ‌K-ras )شامل دو كدون مورد نظر 12و13( طبق 

1. Sequencing 2. Chi Square

 K-ras ژنPCR  جدول 1: توالی پرايمرهای مورد استفاده برای
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ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389 2013

   K-ras2 بررسي فراواني جهش هاي شايع در كدون‌هاي 12 و 13 ژن

برنامه‌اي كه در جدول 2 ذكر شد و نيز با نسبت مواد واكنش گفته شده در 
جدول 3 انجام شد )شکل 1( .

 در شكل 2و3 به ترتيب دو توالي نرمال و جهش يافته با هم مقايسه شده‌اند. 

در اين مثال، جهش در كدون شماره 12 نشان داده شده است. جهش در اين 
كدون‌ها مي تواند تغييرات متفاوتي از نوكلئوتيدها را شامل شود.

kras بر روی ژن PCR شكل1: ژل آگارز الکتروفورز محصول
)K-ras اگزون شماره 1 ژن PCR 1 و 2 و 3 و 4 و 5 و 6 : محصولات ، M: Mulecular marker (

K-ras ژن PCR جدول 2:  برنامه دما و زمان لازم جهت انجام

K-ras ژن PCR جدول 3: مقادير مورد استفاده برای واکنش

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

2014ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389

ساناز سبحاني، سيد مسعود غفارپور، زهرا مستخدمين حسيني و همكاران

قرار گرفتند.  اطراف تومور همچنين مورد مطالعه  نرمال  بافت  نمونه‌هاي 
هيچگونه جهشی در منطقه مورد مطالعه در ژن K-ras در بافت نرمال 
اطراف تومور تمامی بيماران مشاهده نشد. توالي نرمال در كدون 12 و 13 

اين ژن در شكل 4 نشان داده شده است.
 از بين 59 نمونه‌اي كه توالي يابي شدند، 47 نمونه نرمال و 12 نمونه داراي 

تغيير نوكلئوتيدي در اگزون 1 ژن K-ras بودند. از بين اين 12 نمونه، 10 
تغيير نوكلئوتيدي در كدون 12 و 2 تغيير در كدون 13 اين ژن مشاهده شد. 
تغييرات نوكلئوتيدي و آمينو اسيدي آنها به همراه برخي اطلاعات بيمار، در 

جدول 4 نشان داده شده است.

شكل2: توالي نرمال كدون‌هاي 12 و 13 ژن K-ras واقع در اگزون شماره 1 )‌به نوكلئوتيد شماره 49 توجه شود(

شكل3: توالي جهش يافته كدون‌هاي 12 و 13 ژن K-ras واقع در اگزون شماره 1 )نوكلئوتيد شماره 49 در كدون شماره 12 داراي جهش هتروزيگوتي است 
كه نوكلئوتيد گوانين به آدنين تبديل شده است( 

شكل4: توالي كدون 12 و 13 ژن K-ras در بافت نرمال بيماري كه در بافت توموري در كدون 13 داراي جهش GGC به GTC مي باشد. همانطور كه 
مشاهده مي‌شود، توالي اين منطقه در بافت نرمال اطراف تومور، فاقد جهش مي‌باشد.
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ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389 2015

   K-ras2 بررسي فراواني جهش هاي شايع در كدون‌هاي 12 و 13 ژن

جدول 4: تغييرات نوكلئوتيدي در اگزون شماره 1 ژن K-ras. در اين جدول، تغيير اسيد آمينه گلايسين )GLY( به سرين )SER(‌، آسپارتيك اسيد 
)ASP(، والين )VAL( در كدون 12 يا 13 ژن K-ras را مي‌بينيم.
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2016ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389

ساناز سبحاني، سيد مسعود غفارپور، زهرا مستخدمين حسيني و همكاران

بحث و نتیجه‌گیری
در اين بخش با كمك برنامه SPSS-15 و نيز مطالعات آماري، داده‌های 
بدست آمده از اين تحقيق مورد بررسی و آناليز قرار گرفتند. سطح آزمون در 
اين مطالعه p<0/05 در نظر گرفته شد. در اين پژوهش بطور كلي از مجموع 
59 مشاهده ثبت شده، 20/3%  از موارد )12 از 59( داراي جهش بوده و در 
47 مورد جهشي مشاهده نشده است. نتيجه بدست آمده از اين تحقيق با 
پژوهشي كه در سال 2009 در كشمير توسط ثمیر3 انجام شد مطابقت دارد . 
در تحقيق ذكر شده، 22/64% ) 12 از 53( جهش در K-ras  در كدون‌هاي 
12 و 13 رخ داده است )14(. طبق پژوهشي كه توسط میکامی4 و همكاران 
در ژاپن )2006( انجام شد، جهش‌هاي مذكور در ژن K-ras در 21/6% از 
310 تومور يافت شد كه مطابقت بسيار زيادي با فراواني جهش در جمعيت 
ايراني مورد مطالعه دارد )15(. مطالعات مشابهي كه توسط مایکل5 )2000( 
فراواني 25/9% ي  انجام شد، وجود  كولوركتال  بيماران سرطان  روي  بر 
جهش در كدون 12 اين ژن را نشان مي‌دهد كه تفاوت چشمگيري با نتايج 

ما )20/3%( ندارد )16(. 
در مطالعه تره سیول6 و همکاران )2006( بر روی بيماران سرطان کولورکتال، 
جهش‌هاي ‌K-ras در 33% از نمونه‌هاي بافت تومور بيماران يافت شد 
)3(. پژوهشي بر روي بيماران سرطان كولوركتال توسط نیومن7 و همكاران 
)2009( صورت گرفت. در اين پژوهش، جهش‌هاي K-ras در كدون هاي 
12 و 13 در 39% از تمام CRC  هاي بررسي شده، وجود داشت )4(. در 
از  در %37  انجام شد، جهش   )2004(   Gimbel توسط  كه  مطالعه‌اي 

تومورهاي كولوركتال در كدون‌هاي فوق وجود داشت )5(. در مطالعه‌اي كه 
بر روي بيماران كولوركتال در سال 2002 توسط ریان‌8 صورت گرفت، در دو 
گروه بيماران جهش‌هاي ژن  K-ras بررسي شدند. در گروه قبل از جراحي، 
جهش K-ras در 53% )41 از 78( تومورها يافت شد )6(. در مطالعات 
اخيري كه ذكر شد، نتايج حاصل، با نتايج اين مطالعه همخواني ندارد كه 
اين مي‌تواند به علت تفاوت در ژنتيك جمعيتي دانست كه مورد مطالعه قرار 
مي‌گيرد. از مجموع 12 بيمار داراي جهش، نزديك به 60% جهش‌ها در 
ركتوم رخ داده و 41.7% معادل 5 جهش، در كولون مشاهده شده است. 
از مجموع 12 مورد جهش به ثبت رسيده، 50% جهش‌ها مربوط به تغيير 
نوكلئوتيدي GGT به GAT )تغيير آمينواسيدي گلايسين به آسپارتيك 
اسيد( بوده و تغيير نوكلئوتيدي GGT به AGT )گلايسين به سرين( و 
GGT به  GTT)گلايسين به والين(  در كدون 12 هر يك به تعداد 
مساوي و برابر 2 مورد و تغيير نوكلئوتيدي GGC به GTC )گلايسين 
به والين( و GGC به GAC )گلايسين به آسپارتيك اسيد( در كدون 13 
هر يك به تعداد مساوي و برابر 1 مورد مشاهده شده است. در مطالعه‌اي كه 
توسط نیومن صورت گرفت، 36 درصد از جهش‌هاي رخ داده در كدون‌هاي 
12 ژن ‌K-ras تغيير آمينو اسيدي گلايسين به آسپارتيك اسيد و 21/8 
درصد گلايسين به والين است. 18.5 درصد از جهش‌ها هم تغيير آمينواسيدي 
3. Sameer
5. Michael S
7. Neuman
9. Alsop

4. Mikami
6. Trevisiol
8. Ryan
10. Anthony
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ژنتيك در هزاره سوم، سال هشتم، شماره 2، تابستان 1389 2017

   K-ras2 بررسي فراواني جهش هاي شايع در كدون‌هاي 12 و 13 ژن

گلايسين به آسپارتيك اسيد در كدون 13 بوده است )4( . 
با توجه به مطالعه‌اي كه در بين جمعيت ايراني بيماران سرطان كولوركتال 
انجام شد، بيشترين تغيير نيز گلايسين به آسپارتيك اسيد در كدون 12 ژن 
K-ras بوده است و با نتايج این تحقیق مطابقت دارد. نتايج نشان می‌دهد 
که از بين 12 جهش مشاهده شده بيش از 80 درصد موارد در کدون 12 
باشد.  می  کدون 13  به  مربوط  مشاهدات  از  مورد  تنها 2  و  افتاده  اتفاق 
ثمیر در سال 2009 بیان کرد كه 61.5 درصد از جهش‌ها در جمعیت مورد 
مطالعه، در كدون 12 و 38/5 درصد در كدون 13 اتفاق افتاده است )14(. در 
پژوهشي دیگر كه توسط آلسوپ9 )2006( انجام شد، از 6 جهش سوماتيك 
مشاهده شده ژن K-ras، 5 جهش در كدون 12 و يك جهش در كدون 
13 اتفاق افتاده است )17(. در مطالعه‌اي كه توسط نیومن  صورت گرفت، 
57/8 درصد از جهش‌هاي رخ داده در كدون‌هاي 12و 13 ژن ‌K-ras تغيير 
آمينو اسيدي گلايسين به آسپارتيك اسيد و يا گلايسين به والين در كدون 
12 است )4(. نتايج تحقيقات فوق نشان مي‌دهد كه جهش در اگزون شماره 
1 ژن K-ras عموما در كدون 12 بيشتر است كه با نتيجه حاصل از اين 
پژوهش همخواني دارد. اما در مطالعه‌اي كه در سال 2004 توسط  آنتونی10 
و همكارانش انجام شد، اين نظريه را نقض ميك‌ند. زيرا در پژوهش فوق، 
83 درصد از جهش‌ها در كدون 13 اين ژن و 11/2 درصد از جهش‌ها در 

كدون 12 اتفاق افتاده است )18(. 
از مجموع 12 بيمار دارای جهش رده‌های سنی »بين 60 تا 70 سال« و 
»بيشتر از 70 سال«، هريک با 25 درصد از بيشترين جهش برخوردار بوده 
است. بررسي‌هاي آماري دقيق‌تر نشان داد كه ارتباط معناداري بين سنين 
  .)p>0.05( وجود ندارد K-ras بالاي بيماران و افزايش رخداد جهش ژن
در اين مطالعه مشاهده شد كه اختلاف بين اندازه تومورها در بيماران دارای 
تفاوت  همچنين   .)p>0.05( نمی‌باشد  معنی‌دار  جهش،  بدون  و  جهش 
 .)p>0.05( معنی‌داری بين گروه‌های بيماران و اندازه تومور آنها وجود ندارد
بررسی‌های آماری نشان می‌دهد که اختلاف معنی‌داری بين ميانگين اندازه 

.)p>0.05( تومور زنان و مردان وجود ندارد
در  از جهش‌ها  از 80 درصد  بيش  دارای جهش،  بيمار  نفر  از مجموع 12 
نوع  در  تنها يک جهش  و  است  افتاده  اتفاق  غیر سینوس   آدنوکارسینوم 
 .)p<0.05( موسینوس مشاهده شده است و داراي ارتباط معناداري مي‌باشد
در پژوهشي كه دركشمير توسط ثمیر )2009( انجام شد، جهش‌هاي كدون 12 
( با هسيتوتايپ Mucinous مرتبط بود، در حالي  p<0.05( K-ras ژن
كه در اين تحقيق، تنها 8/3% از جهش‌ها در موسینوس و 8/3% در غیر موسینی 

اتفاق افتاده است كه بيشترين فراواني را به خود اختصاص مي‌دهد )14(. 
دارای جهش  که  بيماری  که همه 12  می‌دهد  نشان  پژوهش  يافته‌های 

هستند، سرطان پيشين ندارند.

از مجموع 12 بيمار دارای جهش، 10 بيمار معادل 83/3 درصد، تاريخچه 
پيشين خانوادگی ندارند و تنها 2 نفر از بيماران مجموعا معادل 16/6 درصد، 
داراي تاريخچه خانوادگي براي سرطان كولوركتال هستند. در پژوهش آلسوپ‌ 
)2006( ، از 6 بيماري كه داراي جهش در كدون هاي 12 و 13، چهار مورد 
تاريخچه خانوادگي گزارش شده‌اي از سرطان كولوركتال نداشتند و دو نفر از 
آنها  معادل 33 درصد داراي تاريخچه خانوادگي سرطان كولوركتال بودند )17( 

كه بطور قابل توجهي از 16/6 درصدي كه ما بدست آورديم بيشتر است.

جمع بندي
با توجه به فراواني بالاي سرطان كولوركتال در ايران و نقش بسيار مهم 
جهش هاي ژن K-ras در بدخيمي و پيشرفت اين نوع سرطان، لازم 
بود تا ميزان فراواني جهش‌هاي اين ژن را در جمعيتي از بيماران ايراني 
سرطان كولوركتال مورد بررسي قرار دهيم. با توجه به مشكلاتي كه در تهيه 
نمونه‌هاي انساني وجود دارد، قادر بوديم كه تعداد نسبتا محدودي نمونه تهيه 
نماييم. در اين پژوهش بطور كلي از مجموع 59 مشاهده ثبت شده، %20/3  
از موارد )12 از 59( داراي جهش بودند. برخي از پژوهش‌ها نتايجي مشابه 
داشتند. اما نتايج حاصل از برخي تحقیقات با نتايج این مطالعه همخواني 
نداشت، كه مي‌تواند به علت تفاوت در ژنتيك جمعيتي دانست كه مورد 
مطالعه قرار مي‌گيرد. با توجه به تفاوت الگوهای جهش بین جمعیت ایرانی 
و سایر ملیت‌ها، ممكن است جهش در ژن K-ras در اگزون‌هاي ديگر آن 
وجود داشته باشد. تمامي تغييرات نوكلئوتيدي مشاهده شده در اين كدون‌ها 
نيز قبلا گزارش شده بودند، كه بيشترين تغيير مشاهده شده در اينجا نيز 
 K-ras تغيير آمينو اسيدي گلايسين به آسپارتيك اسيد در كدون 12 ژن
بوده است و اينكه از بين 12 جهش مشاهده شده بيش از 80 درصد موارد 
در کدون 12 اتفاق افتاده و تنها 2 مورد از مشاهدات مربوط به کدون 13 
می‌باشد. همانطور که در پژوهش مشابه مشاهده شد، رویداد این جهش 
در سنین بالا محتمل‌تر است و در این مطالعه نیز بیشترین جهش‌ها در 
سنین بالاتر از 60 سال اتفاق افتادند. بیش از 80 درصد جهش ها نیز در 

آدنوکارسینوماها اتفاق افتاده‌اند.
با بررسی‌هایی که صورت گرفت، اختلاف معناداری بین میانگین اندازه تومور 
در بین زنان و مردان بیمار مشاهده نشد )p>0.05( . همچنین آنالیز‌های 
آماری نشان داد که بین میانگین اندازه تومور در بیماران دارای 5 نوع جهش 

   .)p>0.05( اختلاف معناداری وجود ندارد
پیشینه  دارای  از 12(   2( تنها 16/6 درصد  دارای جهش،  بیماران  بین  از 
خانوادگی برای سرطان کولورکتال بودند. بنابراین تاریخچه پیشین خانوادگی 
نقش چندانی در رخداد جهش در کدون‌های 12 و 13 به عنوان نقاط داغ 

جهش، ندارد.
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