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        ، ، ، ، ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗،  بهناز اندشتي،  بهناز اندشتي،  بهناز اندشتي،  بهناز اندشتي∗∗∗∗∗∗∗∗، ايران رشيدي گلرويه، ايران رشيدي گلرويه، ايران رشيدي گلرويه، ايران رشيدي گلرويه∗∗∗∗، علي محمد فروغ مند، علي محمد فروغ مند، علي محمد فروغ مند، علي محمد فروغ مند۱۱۱۱    ∗∗∗∗حميد گله داريحميد گله داريحميد گله داريحميد گله داري

        ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗، عبدالرحمن راسخ، عبدالرحمن راسخ، عبدالرحمن راسخ، عبدالرحمن راسخ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗، حسين نظاري، حسين نظاري، حسين نظاري، حسين نظاري    ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗، غلامرضا فاضلي، غلامرضا فاضلي، غلامرضا فاضلي، غلامرضا فاضلي    ∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗∗علي فرخيعلي فرخيعلي فرخيعلي فرخي

  

  چكيده
سرطان سينه يکي از رايج ترين سرطان ها در زنان مي باشد و در اين ميان، از هر دوازده زن يک نفر قبل از رسيدن به  :هدف
در اثـر جهـش هـاي    ) درصد ۱۰تا  ۵" تقريبا( اين تعداد فقط بخش کوچکي  از. سالگي به اين سرطان مبتلا مي شود ۷۰سن 

 يجهش هائي از نـوع آتـوزوم   BRCA1 – BRCA2در دو ژن کشف شده  .دناتوزومال غالب به اين بيماري مبتلا مي شو
يهوديان اشکنازي با ريسک ابتلاي بالا به اين نوع سرطان، از ناقلين   .غالب در بيماران مبتلا به سرطان سينه مشاهده شده است

ي ايـن  غربـالگر . مـي باشـند  ) 6174delT( BRCA1 ژن ۱۱و اگـزون  ) BRCA1 )185delAGژن  ۲جهش در اگزون 
جهش ها در جمعيت هاي قومي غير از اشکنازي ها مـي توانـد درجهـت تشـخيص افـراد در معـرض خطـر کـاربرد داشـته          

  . مي باشد) اهواز(در بيماران ايراني BRCA1 ژن ۲بررسي فراواني هاي جهش هاي رايج در اگزون هدف مطالعه حاضر .باشد
بيمارسـتان  بخش پاتولوژي آنان از سالم بستگان نمونه از ۳۲يماران و نمونه خوني از ب ۳۸بررسي تعداد در اين  :روش بررسي

با استفاده ) منطقه داغ و مستعد به جهش( BRCA1ژن  ۲و غربالگري جهش هاي احتمالي در اگزون جمع آوري اهواز  شفاء
  . مورد بررسي قرار گرفت SSCP۱از روش 
  .بيمار مي باشد ۳۸از كل ) صددر ۵/۱۰(نتايج نشانگر وجود جهش در چهار مورد :يافته ها

  . بيمار بود نفر ۳۸کل تعداد از )درصد ۵/۱۰ (چهار مورد جهش دروجود نشانگر نتيجه نهايي : تيجه گيري
  

   BRCA1  ، SSCP، غربالگري جهش ، سرطان سينه :واژه گان كليد
  

  مقدمه

سرطان سينه دومين عامل مرگ و مير ناشي از سرطان در 

تنهايي هر ساله به در آمريکا . ستزنان کشورهاي شرقي ا

. مورد جديد تشخيص داده مي شود ۱۸۰۰۰۰بيش از 

عليرغم پيشرفت هاي چشمگيري که در تشخيص و 

بيماران مبتلا به  درصد۲۵"درمان سرطان ايجاد شده، تقريبا

سرطان سينه بر اثر اين عارضه جان خود را از دست 

اسايي پيشرفت در روشهاي درماني به شن ).۱(دنده مي

ايجاد تومور نقش  ها و مسيرهاي بيوشيميايي که در ژن

 سرطانهاي سينه پيچيده درصد۷۰بيش از . دارند، نياز دارد

  ).۲(و هتروژن مي باشند

  
1-Single Strand Conformational Analysis (Polymorphism) 
 
 

  زگروه زيست شناسي، دانشکده علوم ،  دانشگاه شهيد چمران اهوااستاديار ∗
  مرکز تحقيقات تالاسمي و هموگلوبينوپاتي، دانشگاه علوم پزشکي جندي شاپور اهوازدانشيار،  ∗∗

  كارشناس ژنتيك∗∗∗
  گروه آمار ،  دانشگاه شهيد چمران اهوازاستاد ∗∗∗∗

  نويسنده مسؤل -۱
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 ۲۴/۴/١٣٨۵ :اعلام قبولي  ۲/۱/١٣٨۵: دريافت مقاله اصلاح شده  ۲۸/۱/١٣٨۴:دريافت مقاله
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تي، همه موارد با هايپرپلازي در بافت يم اين هتروژنئعلي رغ

به " که به کارسينوماي مهاجم و نهايتا اپيتليال آغاز مي شود

 ).۷(حالت تهاجمي و دست اندازي بدور منجر مي شود

هاي سينه گزارش شده،  تغييرات ژنتيکي زيادي در سرطان

ولي چالش اصلي شناسائي تغييرات ژنتيکي در آغاز 

ي و تغييراتي است که به صورت اتفاقي و تک تومورزاي

  ).۸(مورد ايجاد مي شوند

يشرفت روشهاي تشخيصي، امکان پدر سالهاي اخير با 

با و ) ۶(تشخيص زود رس سرطان سينه فراهم شده است

در مرگ  يکاهش چشمگير ،مراحل اوليه سائي تومور درشنا

نسبت دهه هاي اخير ديده به و مير حاصل از سرطان سينه 

ه مراحل اوليه رادر شناسائي تومورهاي پستان ) . ۹(مي شود

جديدي را پيش روي محققين باز کرده و مسائل جديدي را 

درک ما از . در کارهاي کلينيکي ايجاد کرده است

پاتوفيزيولوژي بعضي از اين توده هاي سلولي بلافاصله با 

  . پيدايش آن آغاز مي شود

 DNA و SAGE۱هاي پيشرفته اخير مثل  تکنولوژي 

micro array  اين امکان را فراهم ساخته تا به يک نماي

جامع از بيان ژنها در کارسينوماي سينه در تمامي مراحل 

کاربرد اين تکنيک هاي جديد در کنار ). ۱۰(دست يابيم

شناسايي توالي ژنوم انسان، امکان شناسايي و پيش بيني 

مان آنرا ريسک خطر، پيشگيري از ابتلاء به سرطان و در

  ).۶(فراهم کرده است

بطور کل سرطان نتيجه ترکيبي از فاکتورهاي مختلف شامل 

مقدار مشخصي از . عوامل محيطي است وجهش هاي ارثي 

توان  را مي درصد۱۰موارد ابتلاء به سرطان سينه يعني حدود 

در دو " به جهش هاي ارثي نسبت داد که اين جهش ها غالبا

ساس بررسي هاي شجره و بر ا BRCA2 و BRCA1ژن 

در ). ۵و۱(اي در بين فاميل هاي مبتلا شناسايي شده است

جمعيت ها رايج بودن جهش هائي همين رابطه در بعضي از 

، جهش هائي در لايه علاوه بر اين. خاص گزارش شده است

 Chk/MLH12 MSH, P53, ATMيها ژرمينال در ژن

KB-1, PTEN   وBACH-1  نيز در موارد ابتلاء به

اما اين  ).۷، ۸، ۹، ۱۰، ۱۱( رطان سينه گزارش شده استس

 و BRCA1جهش ها نسبت به جهش ها در دو ژن 

BRCA2  طبق نتايج منتشر  ).۱۱( مي باشندخيلي محدود

در ژن  ۲۰و۲هاي  شده بيشترين جهش ها در اگزون

BRCA1 در نوع وراثتي سرطان سينه مشاهده شده اند  

مورها در زنان از موارد بخش اعظم تو هچ اگر). ۳و ۶و۹ (

هاي غير  اساس مولکولي اين سرطاناما غير ارثي است، 

  .)۷و ۸(ارثي هنوز ناشناخته است

  

  روش بررسي

از  .نمونه مورد بررسي قرار گرفت ۷۰در اين تحقيق : بيماران

سالم مورد ديگر بستگان  ۳۲مورد بيمار و  ۳۸اين تعداد 

ها يک نمونه مربوط به تن بيمار نمونه ۳۸از  .باشند بيمار مي

سال  ۵۵تا  ۲۵ساله و بقيه نمونه ها مربوط به زنان  ۴۶مردي 

درصد کل مراجعين مبتلا به سرطان  ۳۰که حدود  مي باشند

به بخش پاتولوژي بيمارستان شفاء اهواز را  ۱۳۸۲ساال 

طبق بررسي هاي علت شناسي عواملي از  .تشکيل مي دهد

عداد زايمان مي توانند قبيل سن ، شغل ، وضعيت تاهل و ت

در سن بروز و پيدايش سرطان پستان در خانم ها موثر 

اگر چه در اين بررسي  حضور و يا عدم حضور . باشند

جهش مورد توجه بوده ولي اطلاعات ارائه شده در جدول 

شماره يک مي تواند براي تحقيقات تکميلي قابل توجه 

  .باشد

  

  
1- Serial Analysis Of Gene Expression 
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بيماران بصورت تصادفي و از بين مراجعين به بخش سرطان . بيمار که در اين تحقيق بررسي شده اند ۳۸اطلاعات شخصي   :  ۱جدول 

  .بيمارستان شفاء اهواز و طي يک دوره شش ماهه انتخاب شده اند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 

نمونه خون وريدي از طريق : ي خونيجمع آوري نمونه ها
اهواز  شفاءرکز راديوتراپي و شيمي درماني بيمارستان م

جمع آوري بصورت تصادفي و طي يک دوره شش ماهه 
  .   گرديد

از خون  DNAاستخراج :  از نمونه ها DNAاستخراج 
 Roche از شرکت  High pureطبق دستورالعمل کيت

ميکروليتر خون  ۲۰۰در هر استخراج مقدار . انجام گرفت
 ۵۰ حدود :)(PCRش زنجيره اي پليمرازي واکن.استفاده شد

 PCRدر واکنش استخراج شده  DNAنانوگرم از هر نمونه 

سه مرحله  PCRدر برنامه . ورد استفاده قرار گرفتم 

. ميکروليتر اعمال شد ۲۵سيکل و در حجم  ۳۵حرارتي در 
شرايط واکنش و همچنين غلظت  ۲در جدول شماره 

دو پرايمر استفاده . ده استپارامترهاي استفاده شده قيد گردي
  ترتيب داراي ترادفهايه شده ب

 5-TATCTGCTCTTCGGGTTG-35و-  
TAGCTCTTCAACAAGTGAC-3بوده   

. جفت باز به کمک آنها تکثير گرديد ۲۵۰با طول  محصولي
درصد  ۲جهت تائيد بر روي ژل آگاروز PCRمحصولات 

  .الکتروفورز شدند

  BRCA1ژن  ۲كثير اگزون در ت PCRويژگي هاي واکنش :  ۲جدول 

  

  
  

 

 

 

  درصد  مارانيبمشخصات 

  

 سن

  ٥/٣١ سال ۴۰تا  ۳۰

  ٥/٤٨ سال ۵۰تا  ۴۰

  ٢٠ لاسال به با ۵۱

  

 تعداد بچه

  ٧١/٥ بدون بچه

  ٧/٤٥ يک تا چهار بچه

  ٥/٤٨  بيش از چهار بچه

  

 شغل

  ۶۰  خانه دار

  ۴۰  کارمند

  

 وضعيت تاهل

  ۵/۸  مجرد

  ۵/۹۱  متاهل

  

  تغذيه کودکان

 

  ۶۰  با شير مادر

  ۴۰  با شير خشک

200 uM dNTP پروفيل حرارتي واکنش زنجيره اي پليمرازي  
  ثانيه             ۳۰مرحله واسرشت الگو     
 ثانيه ۳۰مرحله اتصال پرايمر    

 ثانيه   ۳۰مرحله تطويل زنجير      
 

2.5 ul 10x PCR Buffer 
1.5 mM MgCl2 
50 ng DNA Template 
25 pmol Each primer 
2 units Taq. Polymerase 
25ul Total volume  
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براي اين منظـور   :جهت غربالگري جهش ها SSCPروش 

درصـد گليسـرول و    ۵درصد با ۱۲ابتدا ژل پلي اکريل آميد 

سيصد ميکروليتر محلول ده درصدي آمونيوم پرسـولفات بـه   

ــراه  ــر  ۳۰هم ــد TEMEDميکروليت ــاخته ش ــپس . س  ۴س

 ۹۵ميکروليتر بـافر حـاوي    ۴را با  PCRيتر محصول ميکرول

ميلـي مـولار بـرم     ۱۰ميلي مولار سود، و ۱۰-درصد فرماميد

دقيقـه   ۵فنول آبي و گزيلن سيانول مخلوط کرده وبه مـدت  

درجه سانتيگراد حرارت داده سپس بر روي يخ  ۹۵در دماي 

 ۱۵نمونه ها بمـدت  . به ژل انتقال داده شد" گذاشته و سريعا

ــا ــاژ     ۲۰ت ــا ولت ــيط و ب ــاي مح ــاعت در دم ــت  ۳۰۰س ول

در خاتمـه ژل بـا کمـک روش نيتـرات     . شدند  ۱الکتروفورز

خشک  ۲در دستگاه ژل خشک کن" نقره رنگ آميزي و نهايتا

  .شد

  

  يافته ها

نمونه بيماران درچهار مورد جهش در اگزون  ۳۸بطورکل از 

تشـخيص   در هرچهـارمورد . مشاهده شـد  BRCA1ژن  ۲

هايي بود کـه در زمـان    جهش ها مربوط به خانم داده شده،

نمونه گيري تحت شيمي و پرتو درماني بـوده وپـيش از آن   

در شكل شـماره يـك نمونـه اي از    . ماستکتو مي شده بودند

. جهش ها بر روي ژل پلي اکريل آميد نشان داده شده اسـت 

ها سرطان دو طرفه و در بقيه فقط در يکي  در يکي از خانم

نمونـه   ۳۲در . تومـور تشـخيص داده شـده بـود    از سينه ها 

ساله جهش مشاهده  ۲۷بيمار فقط دريک خانم سالم بستگان 

اثـر   سـالگي در  ۵۷درسن " مادر بزرگ اين شخص قبلا. شد

 ۳در جـدول شـماره    . عوارض سرطان سينه فوت شده بود

   .آورده شده است افراد داراي جهشمشخصات 

  

  

  

  

  

  

 
 
 

. درصد گليسرول جهت تقويت ساختار هاي تک رشته اي ۵رصدي پلي اکريل آميد به همراه د ۱۲تصوير ژل : ۱شکل   

منحصرا تـک   F و  Eجايگاه دو تک رشته اي در همه نمونه ها ثابت است اما در نمونه  .باشند يتک رشته اي مDNA فلاشها نمايانگر 

فاقـد جهـش    PCRمحصول  A ,B ,C ,D.قيد شده مي باشد  هاي مضاعفي ديده مي شود که دلالت بر موتاسيون در نمونه هاي رشته

  .باشند مي

  

 
  

1- Electrophoresis Tank from Hybaid 

2-Gel Dryer from Hybaid 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 

                                                             ۳۹۷                                                                                    ... ژن  ۲بررسي فراواني جهش در اگزون 

 

١٣٨٦١٣٨٦  زمستانزمستان  ،،۴۴، شماره، شماره٦٦مجله علمي پزشكي، دوره مجله علمي پزشكي، دوره    

 

  

  

  مشخصات فردي و باليني افراد داراي جهش:   ۳جدول

بحث

در   BRCA1ژن

 ۱۹۹۰سال 

شناسايي و نقشه 

برداري و در سال 

کلون  ۱۹۹۴

ماهيت مهار کنندگي تومور از آن جهت به ). ۱(گرديد

BRCA1  که تومور زايي در افراد مي شود نسبت داده

داراي جهش ژرمينال، نيازمند غير فعال شدن جهش آلل 

بسياري از مطالعات اپيدميولوژيک ژنتيکي . ديگر است

، ريسک BRCA1دلالت بر آن دارند که افراد داراي جهش 

علاوه بر اين مشخص . )۱۲(دارند درصد۹۰ سرطاني حدود

، علاوه بر سرطان سينه BRCA1شده است که جهش در 

سرطان پروستات را  را در زنان و خطر بروز سرطان تخمدان

تحقيقات در جهت تعيين عملکرد ). ۱۳(در مردان بالا مي برد

BRCA1  نشان داده که اين ژن حداقل در دو فرايند سلولي

ويسي دخيل است که البته بررسي هاي ترميم و تنظيم رون

 DNAهايي است که به نوعي در ترميم  بيشتر در مورد ژن

  ).۱۴(نقش دارند

هاي بيشتر نشان داد که نقص يا از دست رفتن  بررسي

BRCA1  به وارد شده منجر به نقص در ترميم آسيب

DNA تکثير سانتروزوم، توقف سيکل سلولي، نقص در ،

، ناپايداري ژنتيکي وتومورزايي رشد، افزايش مرگ سلولي

سرطان سينه را مي توان به سه دسته تقسيم  ).۱۵(مي شود

  درصد از سرطان هاي سينه را در  ۱۰دسته اول که . کرد

خانمها به خود اختصاص مي دهد، نوع وراثتي با الگوي 

که از شاخصه هاي آن بروز تومور در  است آتوزوم غالب

لا به سرطان سينه و تخمدان در سنين پايين و تجمع افراد مبت

دسته دوم نوع فاميلي است که با ). ۱۶(يک خانواده است

بروز کمتر نسبت به گروه اول و تحت تاثيرعوامل ژنتيکي و 

درصد از تومورهاي سينه را در  ۲۰محيطي ايجاد مي شود و 

درصد سرطانهاي  ۷۰دسته سوم که در ). ۱۶(گيرد  بر مي

در اين نوع . مي باشد ۱تک گير سينه ديده مي شود از نوع

ها بدون سابقه فاميلي يکسان  خطر براي همه خانمسرطان 

دراثر عوامل محيطي از " اينگونه تومورها احتمالا. مي باشد

 قبيل هورمون درماني و تغذيه نامناسب پديد مي آيند

جالب توجه است که عوامل محيطي ديگري مانند . )۷و۱۸(

دک با شير مادرخطر ابتلا به اين تعداد بارداري و تغذيه کو

، اما اکثر ) ۱۸(نوع سرطان را در خانم ها کاهش مي دهد

بيماران بررسي شده در اين تحقيق بيش از چهار فرزند 

داشته و حداقل بمدت يک سال کودک خود را با شير مادر 

تواند  اين موضوع مي). جدول شماره يک(کرده اند  تغذيه

مل ژنتيکي در بروز سرطان در دلالت بر تاثير بيشتر عوا

  .جمعيت بيماران اين تحقيق داشته باشد

  
1 -Sporadic 

  

  نوع سرطان سينه  مارييمرحله ب  نسبت  سن  فيرد

  دو طرفه يشيمي و پرتو درمان –جراحي  بيمار ساله  ۵۳ ۱

  يکطرفه شيمي و پرتو درماني –جراحي  بيمار ساله  ۵۰ ۲

  يکطرفه شيمي و پرتو درماني  –جراحي  بيمار ساله  ۴۹ ۳

  يکطرفه شيمي و پرتو درماني –جراحي  بيمار ساله  ۴۷  ۴

  - سالم نوه بيمار ساله  ۲۷  ۵
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استفاده نتايج بدست آمده از بررسي بيماران با در اين تحقيق 

درصد نمونه ها،  ۵/۱۰نشان مي دهد که در SSCPروش از 

 که اين درصد وجود دارد BRCA1ژن  ۲جهش در اگزون 

هاي سرطان سينه از نوع ارثي بدست آمده با فراواني 

آزمايش  نقاطباتوجه به محدود بودن البته . مطابقت دارد

به کمک " احتمالاجهش در بيماران مي تواند شده فراواني 

 با هدف  ۱مانند تعيين ترادف مستقيم روش هاي دقيقتر

  .ژن افزايش يابد تمامي طولدر  غربالگري جهش

صولي را روشن نمايد اين نتايج مي تواند اهميت مطالعات ا

گزارشي در مورد  )۲۰و۱۹(زيرا در مطالعات قبلي در ايران 

منتشر نشده است  BRCA1ژن  ۲وجود جهش در اگزون 

بيمار مورد  ۸۳در ) ۲۱(و در گزارش ياسائي و همکاران 

بررسي، در دو مورد جهش تغيير قالب مشاهده گرديد که با 

واني ها و مشاهده فرا" توجه به تنوع جمعيتي ايران احتمالا

يا عدم مشاهده جهش خاصي نمي تواند براي مناطق 

  ).۲۲.(مختلف کشور قابل تعميم باشد

در مجموع قضاوت در مورد اينکه اين افراد داراي سرطان 

سينه از نوع ارثي يا فاميلي هستند کار دشواريست چرا که به 

بيماران وجود بقيه استثناء يک مورد شجره نامه دقيقي از 

نيز و ديگر اينکه نمونه گيري از همه بستگان نزديک  اشتهند

از طرفي در اين بررسي همه نقاط . امکان پذير نبوده است

هر چند يادآوري مي شود که . ژن غربالگري نشده اند

بصورت پراکنده و اگزون اين ژن  ۲۴ها در تمامي  موتاسيون

گزارش شده  ۲مشاهده شده اما جهش غالب بر روي اگزون 

 ۱۸۵ت که در اثر حذف بازهاي آدنين و گوانين در کدون اس

و به همين دليل اين منطقه از ژن را منطقه  بوجود مي آيد

به همين دليل در  .)۱۸(داغ و مستعد به جهش مي نامند

بر روي بيماران مراجعه کننده به بررسي انجام شده 

 ۲ها متمرکز بر اگزون  شناسايي جهشبيمارستان شفاء اهواز 

بيماران و  بر روي ات تکميليبنابراين مطالع .بود شده

به  .بستگان بيمار بررسي شده امري ضروري بنظر مي رسد

انجام شده در هاي قبلي  هر حال نتايج در مقايسه با بررسي

در ژرميناال قابل توجه جهش  وجودنشان دهنده ايران 

اهواز  بيمارجمعيت در  BRCA1ژن  ۲اگزون 

  ).۲۲(باشد مي

 دريکي از دو نسخه جهش بيماراني کهذکر است که لازم ب

، به ارث بردهسلولهاي ژرمينال  را از طريق BRCA1ژن 

سينه داراي جهش در هر دو آلل اين  بافت اپيتليالدر  " الزاما

اين نتيجه به نوبه خود داراي اهميت زيادي . ژن مي باشند

 است زيرا نزديکان درجه يک بيماران بالقوه مستعد به اين

هاي مولکولي تنها راه پيشگيري  بيماري هستند و تشخيص

  ).۹(و اقدام به موقع قبل از تشکيل تومور بنظر مي رسد

درجدول  ۵بعنوان مثال مطالعات تکميلي براي فرد رديف 

مادر بزرگ پدري وي (يکي از بستگان بيمارکه  ۲شماره 

بسته به تشخيص نوع . مي باشد، )داراي سرطان بوده است

احتمال پيش آگهي براي تشخيص زود رس،  ،جهش

  .سازد پيشگيري و يا کاهش ريسک سرطان را امکان پذير مي

 
  

1- Direct Sequencing 
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                                                             ۳۹۷                                                                                    ... ژن  ۲بررسي فراواني جهش در اگزون 
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