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 سالم و سرطاني يها نمونه در APC تومور ي كننده مهار پروتئين بروز اي مقايسه بررسي

  ايمونوهيستوشيمي روش توسط كولوركتال

  
  2يمحمود يثمم ،1دستجردي نيكبخت مهدي دكتر

  
  

  خلاصه

 يها بافت را در ينپروتئ ينا يانلوركتال، بپاتوژنز سرطان كو با APC بروز ارتباط يبررس يبرا. است تومور ي مهار كننده ينپروتئ يك APC :مقدمه

 .بررسي نموديم ايمونوهيستوشيميكولوركتال توسط روش  سالم و يسرطان

مقاطع  يرو برروش ايمونوهيستوشيمي  بامجاور  طبيعيكولوركتال و بافت كولوركتال  يسرطان يها جفت از نمونه 50در   APCپروتئين بيان :ها روش

 .شد بررسي ينيپاراف

بود  يافته كاهش مجاور طبيعي يها با بافت يسهدر مقا كولوركتال سرطاني يها نمونه در APC .كرده بود يداها بروز پ در تمام بافت APC :ها تهياف

)001/0 < P.( 

مبتلا به سرطان  يماراندر ب يدمف ي دهنده آگهي پيشعامل  يكمطلوب و  يولوژيكماركر ب يكبه عنوان  تواند مي APC ينپروتئ بروز :گيري نتيجه

  .كولوركتال مطرح باشد

  .APCتومور،  ي كننده مهار ژن ،يمونوهيستوشيمي، اكولوركتال سرطان :واژگان كليدي

 
  مقدمه

 از ناشـي  ميـر  و مـرگ  علـت  دومـين  كولوركتـال  سرطان

 5 بقـاي  ميـزان  كه است دنيا در مرگ به منجر يها سرطان

 درصـد  50 زا بيش است و پايين بسيار آن از ناشي ي ساله

ــوارد از ــازه م ــخيص ت ــده داده تش ــل در ي آن ش  مراح

 جديـد  مـورد  108070. )1(دارند  قرار بيماري ي پيشرفته

 سـال  در زن 54310 و مـرد  53760 شـامل  بيماري اين از

ــالات در 2008 ــده اي ــخيص متح ــده داده تش ــت ش . اس

 متاسـتاز  بـا  همراه اغلب كولوركتال ي پيشرفته يها سرطان

  ).2(هستند ها  ارگان ساير و لنفاوي ددغ پريتوئن، به

ــاي ــايي نژاده ــايي- آفريق ــرض در آمريك ــر مع  خط

 و دارنـد  قـرار  سـرطان  نـوع  ايـن  به ابتلا نطر از بالاتري

 بيشـتر  نژادها ي بقيه به نسبت ها آن در مير و مرگ ميزان

 و ميـوه  بـا  همراه غذايي يها رژيم كه افرادي ).2(است 

 D ويتــامين و يمكلســ حــاوي يهــا رژيــم و ســبزيجات

ابـتلاي بـه ايـن     بـراي  كمتـري  خطـر  ،كننـد  مي مصرف

 بـدني  فعاليـت  كـه  افـرادي  مقابـل  در. دارنـد  سرطان را

 و سـيگار  اي حرفـه  كنندگان مصرف نيز و دارند كمتري

  ). 2(هستند  بيشتري خطر معرض در الكلي مشروبات

 ژنتيكـي  برخـي از عوامـل   كـه  اسـت  شده مشخص

ــامل ــدان ش ــل فق ــا  آل ــايب دره ــوص ازوه ــه خص  از ب

 در موتاسـيون  ،هـا  انكـوژن  در موتاسـيون  ،هـا  كروموزوم

 در متيلاسـيون  يهـا  نقص و تومور ي كننده مهار يها ژن

هستند  مؤثر كولوركتال سرطان ايجاد درها  ژن پروموتور
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 ايجـاد  به منجر منفرد مسير يك كه رسد مين نظر به ).3(

بـروز   كـه  است شده اثبات حال اين با. شود سرطان اين

ــيون ــب موتاس ــا ژن در اغل  و APC، P53 ،K-RAS يه

SMAD4 4(شوند  مي فرايند اين شروع باعث.(  

ــار ژن ــده مه ــر APC ي كنن ــازوي روي ب ــزرگ ب  ب

 بزرگـي  پـروتئين  ژن محصول كه دارد قرار 5 كروموزم

 اسيد آمينه است 2843 كيلودالتون و با 300 ي اندازه به

 در موتاسـيون  ).5(شـد  با مي چندگانه فعاليت داراي كه

Germ-line ژن APC خـانوادگي  آدنومـاي  پوليپـوز  با 

 يهـا  موتاسيون كه حالي ، درمرتبط است) FAP( ارثي

ــوماتيك ــد 80 در APC ژن در س ــوارد درص ــث م  باع

 در موتاسـيون  .گـردد  مي اسپوراديك كولوركتال سرطان

 سـاخته  موجـب  Somatic و Germ-line مـورد  دو هر

شـود   مـي  APC ژن محصـول  كسـي كربو انتهاي نشدن

 پـروتئين  شدن فعال غير علت ترين مهم موتاسيون. )6(

ــار ژن ــده مه ــور ي كنن ــروع و APC توم ــد ش  ي فراين

 در. )7( باشــد مــي كولوركتــال ســرطان در تومــورزايي

 در موتاسـيون  كه است شده داده نشان مطالعات بعضي

 پروتئيني بروز محصول ميزان كاهش به منجر APC ژن

ــه در آن ــا نمون ــپوراديك يه ــرطان اس ــال س  كولوركت

 اسـت  شـده  داده نشان مشابه مطالعات در. )8(شود  مي

 ميـزان  و ژن محصـول  پـروتئين  كـاهش  ميـزان  بين كه

 ي رابطـه  كولوركتـال  سـرطان  از ناشـي  ي سـاله  5 بقاي

 ايـن  اهميـت  بـه  توجـه  بـا ). 7-8(دارد  وجود مستقيم

 مبتلا بيماران ي ساله 5 بقاي ميزان بيني پيش در موضوع

 در نـژادي  يهـا  تفـاوت  تـأثير  و كولوركتـال  سرطان به

 بررسـي  حاضـر  ي مطالعه از هدف پروتئين، بروز ميزان

ــزان ــروز مي ــروتئين ب ــت در APC پ ــرطاني باف  و س

 سـالم  بافـت  در پـروتئين  بـروز  ميـزان  با آن ي مقايسه

   .بود اصفهان شهر در سرطاني يها نمونه در آن مجاور

  ها روش

 يسرطان ي نمونه 50از  ي نمونه مطالعه براي تهيه اين در

 مجــاور همــان ســالم بافــت از نمونــه 50كولوركتــال و 

 بـه صـورت  هـا   نمونـه . شـد  استفاده توموري يها نمونه

ــارافيني بلــوك  بيمارســتان پــاتولوژي بخــش از آمــاده پ

 .دگردي تهيهاصفهان  )س( يالزهرا

 توسـط هـا   نمونـه  ،پـاتولوژي  تشخيص يدأيت از پس

H&E لام ي تهيــه جهــت زيــر آميــزي و مراحــل رنــگ 

  :شد انجام ايمونوهيستوشيمي

 توسـط هـا   نمونـه  ابتـدا آبگيـري  : بافـت  سازي آماده

. انجـام شـد  ) درصـد  99و  95، 70(صعودي  يها اتانول

 گـزيلن و قالـب   توسـط هـا   نمونـه  سـازي  سپس شفاف

  . پارافين صورت گرفت ي به وسيلهها  نمونه گيري

 بـه  بـافتي  هـاي  ايـن مرحلـه بـرش    در: گيـري  برش

  .شد تهيه ميكرون 5تا  4 ضخامت

 زدايـي  ابتـدا پـارافين  : ايمونوهستوشـيمي  آميزي رنگ

. گزيلل انجـام گرفـت   درها  نمونه سازي ور غوطه توسط

) درصـد  70 ،95 ،99(نزولـي   يهـا  اتـانول  توسط سپس

 منظـور  بـه  بعـد  ي مرحلـه  در. صورت گرفـت دهي  آب

 مدت بهها  برش Endogenous peroxide فعاليت توقف

 درصــد 5 هيــدروژن پراكســيد مجــاورت در دقيقــه 10

. انكوبه و پس از آن در آب جاري شستشـو داده شـدند  

 بـه  Antigen retrievalها بـراي انجـام    پس از آن نمونه

 سـيترات  مولار 01/0 بافر در 98 دماي در دقيقه يك مدت

ي بعـد   در مرحلـه . قـرار گرفتنـد   ميكروويو يك در سديم

 داده انتقـال  سـالين  بـافر  Tris به دقيقه 5 مدت بهها  برش

 توسـط  Endogenous peroxide فعاليـت  توقـف  .شـدند 

 پـنج  مـدت  بـه  TBS در) (goat درصـد  10 طبيعي سرم

. اضافي برداشته شـد  سرم دقيقه انجام گرفت و برداشت

 يـك  مدت اضافه شد و به 1:200 رقت با اوليه بادي آنتي
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گـراد قـرار    سـانتي  ي درجـه  4 حرارت ي درجه در ساعت

 پـنج  بـار  و هـر  بـار  دو TBS بـا  سپس شستشو. داده شد

 با ثانويه بادي آنتي با ها بعد از آن نمونه. دقيقه انجام گرفت

و بـه طـور   انكوبه دقيقه  پنج و چهل مدت به 1:500 رقت

دقيقه شستشو داده  5هر بار به مدت  TBSمجدد دوبار با 

 Diaminobenzidine توسـط  وژنيـك كروم واكنش. شدند

 ـ انجـام  Hematoxilin با نيز مخالف آميزي و رنگ . دگردي

 .شدند بررسي نوري ميكروسكوپ زيرها  نمونه در نهايت

 يهـا  بـادي  آنتي جاي به PBS از منفي شاهد يها گروه در

   . شد استفاده اختصاصي

 بررســـي ،ي لام ايمونوهيستوشـــيمي هيـــهتپـــس از 

بـادي انجـام    آنتـي  بـا  شده نشاندار مقاطع ميكروسكوپيك

 بـه  بـادي  آنتي با شده دار نشان براي اين كار مقاطع. دگردي

 ميكروسـكوپ  از استفاده با ميكروسكوپيك بررسي منظور

 در Motic advance plus 2 افزار نرم به كارگيري و نوري

 ســپس و شــدند تصــويربرداري متفــاوت ي محــدوده 10

 ايـن  در. شـد  استفاده LCD مانيتور از كمي بررسي جهت

 و دگردي شمارش لام هر در سلول 1000 حداقل، بررسي

 آميـزي  به شدت رنـگ  ها آن ي هسته كه ييها سلول درصد

 سـه  بـه هـا   نمونـه  اسـاس  همين بر و شد بود، تعيين شده

 هـاي  سـلول  درصـد : 3ي  نمـره  :شـدند  بندي درجه گروه

 ي درصـد، نمـره   صد تا و يك پنجاه بين شده آميزي رنگ

 پنجـاه  تا شانزده بين شده آميزي رنگ هاي سلول درصد :2

 بـين  شده آميزي رنگ هاي سلول درصد 1ي  و نمره درصد

  . درصد پانزده تا يك

 بافـت  يها سلول آميزي رنگ شدت طبق بر همچنين

 گـروه  سـه  بـه هـا   سلول مجاور، طبيعي بافت و تومورال

   :شد بندي تقسيم

 )2ي  نمره( آميزي رنگ شدت بيشترين با يها سلول) 1

 )1ي  نمره( كمتر آميزي رنگ شدت با يها سلول) 2

 ).0 ي نمره(نشده  آميزي رنگ يها سلول) 3

 و آميـزي  رنـگ  شـدت  به مربوط نمرات آن از پس

 ضـرب  همـديگر  در شده آميزي رنگ يها سلول درصد

 ايـن  بر و گرديد مشخص بافت هر نهايي ي نمره و شد

  :شدند تقسيم گروه سه به سرطاني يها نمونه اساس

 مشـابه  آن در پـروتئين  بـروز  ميـزان  كه++  گروه )1

 بافـت  دردست آمده  به نمرات(بود  مجاور طبيعي بافت

  ).بود 8 تا 6بين  سرطاني

 بـه  نسـبت  آن در پروتئين بروز ميزان كه+  گروه )2

دسـت   بـه  نمـرات ( بود شده كاسته مجاور طبيعي بافت

  ).بود 5تا  3 بين سرطاني بافت در آمده

نداشـت   رديـابي  قابـل  آميـزي  رنـگ  كـه  _گروه )3

  ).بود 3 از كمتر سرطاني بافت در دست آمده به نمرات(

 SPSS افـزار  نـرم  از اسـتفاده  با اطلاعات آماري آناليز

)SPSS Inc., Chicago, IL( 2 آزمـون  به كارگيري با و
χ 

 P > 05/0با مقدار  يها يافته آماري نظر از .گرفت انجام

   .گرديد تلقي ارد معني

  

  ها افتهي

 بـه  كولوركتـال  سـرطان  ي نمونـه  50 از مطالعه اين در

 مجـاور  سالم بافت از نمونه 50 و آزمايش گروه عنوان

 اسـتفاده  شـاهد  گـروه  عنوان به تومور يها نمونه همان

 و سـن  نظـر  از سـازي  همسـان  مطالعه اين در .گرديد

  .شد انجام جنس

 آميـزي  رنـگ  و بافـت  سـازي  آمـاده  مراحـل  از بعد

ــي ــامي  ،ميايمونوهيستوش ــه تم ــا  نمون ــورده ــد م  تأيي

 حسـب  بـر  مطالعـه  ايـن  در. گرفت قرار نيز پاتولوژي

 ي دسـته  چهـار  بهها  سلول ي هسته پذيري، رنگ شدت

 پـر  اي قهـوه  متوسـط و  اي قهـوه  رنگ، كم اي قهوه آبي،

  .است شده داده نشان 1شكل  در كه شدند تقسيم رنگ
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  مورتو    

  بافت سالم مجاور          

 

 

 

  

 سلول دسته چهار سالم و سرطاني از اعمها  نمونه ي كليه در. تومور مجاور سالم بافت و سرطاني بافت يها نمونه در APC پروتئين بروز .1 شكل

 آميزي رنگ شدت كه ييها سلول شامل دوم ي  دسته، گرفته بود اي قهوه رنگ به شدت ها آن ي هسته كه ييها سلول اول ي دسته: است مشاهده قابل

 به ها آن ي هسته كه ييها سلول چهارم ي دسته بود و گرفته كم رنگ اي قهوه رنگ ها آن ي هسته كه هايي سلول سوم  ي دسته، بود كمتر ها آن در هسته

   )×400 نمايي بزرگ( بود آبي رنگ

هـا   نمونـه  ميتمـا  در APC پـروتئين  مطالعه اين در

 يهـا  سـلول  ي هسـته  در به طور عمده و بود شده بيان

 پـذيري  رنـگ  شـدت  اسـاس  بـر  و بود متمركز اپيتليال

كـم   اي قهـوه  آبـي،  ي دسـته  چهـار  بهها  ي سلول هسته

شـدند   تقسـيم  رنـگ  پر اي قهوه متوسط، اي قهوه رنگ،

 ميـزان  شـدت  ي دهنـده  نشـان  اي قهوه رنگ شدت كه

 ئينپـروت  بـروز  عـدم  آبـي  رنگ و APC پروتئين بروز

APC بود.  

 آميـزي  رنگ ،ها نمونه درAPC  پروتئين رديابي براي

 ميكروسكوپ از استفاده با .شد انجام ميايمونوهيستوشي

ــوري ــرم و ن ــزار ن  10 در Motic advance plus 2 اف

 جهـت  سـپس  و شـد  تصويربرداري متفاوت ي محدوده

 ايـن  در. گرديـد  اسـتفاده  LCD مـانيتور  از ميك بررسي

  .شد شمارش لام هر در سلول 1000 حداقل بررسي

 شده آميزي رنگها  آن ي هسته كه ييها سلول درصد

 بنـدي  درجـه  گـروه  سـه  اساس بر و گرديد تعيين ،بود

 يهـا  بافـت  در پـروتئين  ايـن  بيان اجرا، روش در شده

 بـا  و شـد  بررسـي  مجـاور  طبيعي يها بافت و سرطاني

2آزمـون   كـارگيري  به با و SPSS افزار نرم از استفاده
χ 

 يهـا  بافـت  در پـروتئين  ايـن  بيـان  كه گرديد مشخص

 طـور  به مجاور طبيعي يها بافت با مقايسه در سرطاني

  .)P > 001/0(است  يافته كاهش داري معني

 شـده  داده نشـان  1 جـدول  در آمده دست به نتايج

 يهـا  نمونـه  درصـد  66 ،جـدول  ايـن  طبـق  بـر  .است

 رقـرا +  گـروه  در صـد  در 34 و++  گروه در توموري

 سـالم  بافـت  يهـا  نمونـه  درصد 100 همچنين .گرفت

 ي دهنـده  نشـان  كـه  گرفـت  قـرار ++  گروه در مجاور

  .بود توموري يها نمونه در پروتئين اين بيان كاهش
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 )مارژين(مجاور  سالم بافت با كولوركتال سرطاني هاي نمونه در APC پروتيين بروز ي مقايسه .1 جدول

  متغير
  گروه

 Pمقدار 
  رژينما  تومور

  > 013/0  4/3 ± 2/2  2/2 ± 9/1  *آبي به كم رنگ اي قهوه هاي سلول نسبت

  > 02/0  6/5 ± 6/2  3/4 ± 7/2  *آبي به متوسط اي قهوه هاي سلول نسبت

  > 001/0  6/5 ± 4/3  9/2 ± 6/2  *آبي به پر رنگ اي قهوه هاي سلول نسبت

  45) 100(  33) 66(  ++  **ها سلول
001/0 <  

+  )34 (17  0  
  تعداد) درصد( :**            ميانگين ± انحراف معيار: *

  

  بحث

 از ناشـي  و مير مرگ علت دومين بزرگ ي روده سرطان

 در متعـددي  تومـور  ي كننده مهار يها ژن .است سرطان

 ي كننـده  مهـار  ژن بين نيا از كه دارند نقش سرطان اين

 APC پروتئين). 8(دارد  توجهي قابل نقش APC تومور

 كرومـوزوم  بلنـد  بـازوي  روي بـر  كه ،مربوط ژن توسط

هـا   سرطان اغلب در شود و مي كد ،دارد قرار 5 ي شماره

 شـامل  تغييـرات  ايـن  كه دگرد مي ژنتيكي تغييرات دچار

 كـه  باشـد  مي پروموتور ي ناحيه جهش و هايپرمتيلاسيون

 يـا  كـاهش . شـود  مي APC پروتئين بيان كاهش به منجر

 كنتـرل  از خـارج  رشـد  عـث با APC پـروتئين  بيان عدم

 كــاهش بــه منجــر ديگــر طــرف از و شــود مــي ســلول

 رونـد  توانـد  مـي  گردد و مي آپوپتوز به سلول حساسيت

 پـروتئين  ايـن  بيان ).7- 8(كند  تسهيل را سرطان تشكيل

 كـاهش  كولوركتـال  سرطان جمله ازها  سرطان اغلب در

  ). 8(يابد  مي

 يهـا  نمونـه  در بيـان  كاهش اين حاضر ي مطالعه در

 مشـاهده  مجـاور  سـالم  يها نمونه با مقايسه در سرطاني

 طـور  به سلولي شمارش از حاصل نتايج به توجه با. شد

 يهـا  نمونـه  در APC تومـور  ي كننده مهار ژن بيان كلي

 و بود يافته كاهش سالم يها نمونه با مقايسه در سرطاني

 رسـيدند  نتيجـه  ايـن  به نيز ديگر محققين ما نتايج مشابه

 كـاهش  كولوركتـال  سـرطان  درAPC  پـروتئين  وزبر كه

ــه نســبت داري معنــي  در. دارد مجــاور طبيعــي بافــت ب

 پـروتئين  نقش مورد در همكاران و Chen كه اي مطالعه

APC از نمونـه  39 روي بـر  كولوركتال سرطان بروز در 

انجـام   ميايمونوهيستوشـي  روش بـا  كولوركتـال  سرطان

 بـه  نسـبت  جهيتـو  قابـل  طـور  به APC ژن بيان ،دادند

  .)8(بود  كمتر مجاور سالم يها نمونه

 نقـش  مـورد  درو همكاران  Furuta كه اي مطالعه در

ــروز در APC ژن ــرطان بـ ــال سـ ــه كولوركتـ  روش بـ

ــي ــر ميايمونوهيستوش ــه 17 روي ب ــام نمون ــد،داد انج  ن

 بـروز  و ژن فعاليت ميزان كاهش بين داري معني ي رابطه

ــال ســرطان ــه در. )9(داشــت  وجــود كولوركت  ي مطالع

Kariola  نقش مورد كه درو همكاران APC سرطان در 

 نمونه 31 روي بر ميايمونوهستوشي روش به كولوركتال

 كـاهش  نمونـه  31 از )درصـد  39(نمونه  12 ،شد انجام

  .)10(شد  مشاهده پروتئين بروز ميزان

 نقـش  APC پـروتئين  آمده دست به نتابج به توجه با

و  دارد كولوركتـال  سـرطان  ويـژه  بهها  سرطان در ميمه

 .دارد ارتبـاط  سـرطان  با پاتوژنز پروتئين اين بيان كاهش

 بـه  پـروتئين  ايـن  بيان كاهش از توان مي اساس همين بر

 كـار  به كولوركتال سرطان تشخيص در ماركر يك عنوان

 آن ميـر  و مرگ ميزان سرطان زودرس تشخيص با و برد

  .داد كاهش را

 پــروتئين ســطح در APC ژن بيــان تحقيــق ايــن در
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 و شـمارش  بـالا  بسـيار  دقت با بررسي اين. شد بررسي

 نظـر  از مختلـف  ي محـدوده  10 در سلول 1000 حداقل

 ايـن  مزايـاي  از تواند مي كه گرفت صورت كيفي و ميك

 بيـان  ميـزان  بين تحقيقات ساير به توجه با. باشد مطالعه

 بر. دارد وجود ارتباط كولوركتال سرطان بروز و پروتئين

 ارتبـاط  آينـده  مطالعات در شود مي پيشنهاد اساس همين

 يهــا  ويژگــي بــا بافــت ســطح در پــروتئين بيــان

  .دگير قرار ارزيابي مورد كلينيكوپاتولوژيك
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Abstract 

Background: APC is a tumor-suppressor protein. To evaluate the correlation between APC expres-
sion and pathogenesis of colorectal cancer, we investigated the expression of this protein in cancerous 
and normal colorectal tissues.  

Methods: APC expression was evaluated in 50 pairs of primary colorectal cancers and corresponding 
normal colorectal tissues using immunohistochemical staining on paraffin-embedded sections. 

Findings: APC was expressed in all tissues. It was down-regulated in the colorectal cancer specimens 
compared with the matched normal tissues (P < 0.001).  

Conclusion: APC expression may be a favorable biologic marker and a useful prognostic indicator in 
patients with colorectal cancer. 

Keywords: APC, Colorectal cancer, Tumor suppressor gene, Immunohistochemistry. 
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