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  خلاصه

 ميزان شيوع سرطان كولوركتال بسته به ناحيه جغرافيايي متفاوت. باشدمييع جهاني هاي شانسرطان كولوركتال از سرطا: سابقه و هدف
  ژن مهمترينP53 ژن. در سرطان كولوركتال عوامل مختلفي از جمله رژيم غذايي، فاكتورهاي محيطي و ژنتيكي نقش دارند. باشدمي
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  مقدمه 

كولوركتال دومين عامل مرگ ناشي از سرطان در سرطان 
يم در دنيا  تومورهاي بدخينرمهمت  و يكي از]1[باشد ميغرب 
تعددي از جمله عادات غذايي، توارث، مواد  معوامل. ]2[است 

هاي روحي و عصبي و محيط جغرافيايي در ايجاد  شيميايي، استرس
در حدود . ]7، 6، 5، 4 ،3[باشند  تومورهاي روده بزرگ دخيل مي

 درصد تومورهاي كولوركتال را آدنوكارسينوما تشكيل 95 تا 90
مختلفي از جمله موسيني و اسكوامواسي دهند كه به اشكال مي

سرطان در اكثر موارد  در 17كروموزوم . ]8 [شوند ديده مي

كوتاه اين كروموزوم  روي بازوي شود كه بر كولوركتال درگير مي
وسيلة ه  ب1989 اين ژن در سال .]10، 9 ،3[ قرار دارد P53ژن 

 جهشهاي دقيق تعيين شكه يكي از رو SSCPو  PCR تكنيك
با استفاده از اين روش كه در آن  .]12، 11[ اشد مشخص شدب مي

DNA صد   در  آيد نزديك به صد اي درمي شتهرصورت تكه ب
ها ضروري نها كه در امر تشخيص، پيگيري و درمان سرطا  جهش

ها موجب تغيير  جهشزيرا  ]13[ توان تشخيص دادميد را نباش مي
سالم با نمونه در مقايسه و شكل فضايي آن شده   و ژنتوالي در

ميزان . شودميقابل تعيين  PCR-SSCPهمان بافت با روش 
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توجه به ناحيه  هاي كولوركتال بان اين ژن در سرطاجهش
 از P53ژن . ]4[باشد   درصد متفاوت مي70 تا 30جغرافيايي بين 

 اين ]14[ تشكيل شده است) Intron(اينترون  10 و كسونيازده ا
 عنوانه شد و اكنون ب  شناخته ميعنوان يك انكوژنه ژن ابتدا ب

صلي ا كنندهل كنتركه ،شودميمهمترين مهاركننده تومور شناخته 
 ژن يك فسفوپروتئين اين .]12، 11[باشد  پايداري ژنوم مي در

 پايانةتشكيل شده كه  آمينه   اسيد393كند كه از مياي را كد  هسته
N  آن نقش يكTransactivatorپايانة ، را دارد C آن عمل 

Transregulator  دارد و بخش مركزي ياDNA-Binding  يك
 آسيب فيزيكي يا در پي .] 12، 11[ اشدبميمهاركننده تومور 

كه  P21 از طريق بيان ژن G1 در مرحلة P53  ژنDNAشيميايي 
و از شود ميمهاركننده كينازي است موجب توقف چرخه سلولي 

 سلول خود را  تا اينكه]15[كند   پيشگيري ميDNAهمانندسازي 
 ديده تسهيل نمايد  ترميم كند و يا روند آپوپتوز را در سلول آسيب

ژن ديگر متصل شده  پروتئين اين ژن به ناحيه پروموتور چند. ]16[
) Transcription(برداري  هخنس) enhancer(و موجب افزايش 

 از طريق فعال كردن و بيان كردن چند اين عمل .شودميها ناين ژ
 چنين .]12، 11 [شودميب تنظيم چرخة سلولي ژن ديگر موج
 .افتدميهاي كولون نيز اتفاق  بنيادي كريپت هايلحالتي در سلو

ها پس از تكثير و تمايز دچار آپوپتوز شده و ريزش لاين سلو
 ترميم ،شود ولي با افزايش سن  تكرار ميكنند و اين چرخه مرتباًمي

هر نوع تغيير . ]17[يابد  و ريزش كاهش و نئوپلازي افزايش مي
تليوم رودة پيژنتيكي و يا عامل ديگري كه روند ديسپلازي را در ا

از طرف . دنبال خواهد داشته بزرگ موجب شود بدخيمي را ب
 P53  ژنجهشهاي روده بزرگ كه همراه با ن سرطا،ديگر
هاي درماني را شرو هاي معمولي مقاوم بوده ونباشند به درمامي

ل يكي از هاي كولوركتان در سرطا.دنطلب مي بر پايه مولكولي
 P53 ژن 6ن كسواد شومي جهش دچار كه  درگيرهاي نكسوا

 نواحي مختلف جهان از جمله كسون در اين اجهش حضور .است
 .]20، 19 ،18[  متفاوت گزارش شده استژاپن، ايرلند و شيلي

خاطر عدم ه  آن ب6 كسون ا خصوصاً اين ژنهاي جهش تمام
مشخص  با روش ايمونوهيستوشيمي P53ين ئپايداري پروت

 6كسون  اجهش تعيينهدف ما در اين مطالعه . ]22، 21 [دشونمي
  .باشد  در ناحيه اصفهان مي PCR-SSCP با روشP53ژن 

  
   هاشمواد و رو

 نمونه سرطان كولوركتال كه در 42روي  اين مطالعه بر
هاي شهر اصفهان جهت ن به بيمارستا1384 تا 1382هاي لطول سا

 پس از هانمونه DNA. حي مراجعه كرده بودند انجام گرفتجرا

تشخيص پاتولوژي به ترتيب ذيل استخراج گرديد حدود 
طور دقيق با ترازوي ه م از ناحيه مبتلا به سرطان بگرميلي  25

ي استريل ليتر ميلي5/1الكتريكي وزن شد و در داخل اپندورف 
طور ه ب فت مجاورهمين مقدار نيز از ناحيه سالم با قرار داده شد و

 قرار  ديگري و در داخل اپندورف استريلجداگانه برداشت شد
 K آنزيم پروتئيناز ،TEN با استفاده از بافرهاي تجزيه .داده شد

 ،NaClلار، مونيم EDTA ، تريس اسيدكلريدريك،لارموميلي  10
SDS 2 %)Merk (درجه حرارتو  °C55ساعت بافت 3مدت ه  ب 
، 1[ ايزوآميل الكل ،ل كلروفرمول، فنوبا روش فن DNA . شدهضم

رسوب داده  DNA سپس با اتانول ،استخراج  و كلروفرم]25، 24
 در اين مطالعه .نگهداري شدبار تقطير شده   دوشده و در آب مقطر

با قدرت  7R-541دار اپندورف  از دستگاه سانتريفوژ يخچال
12000g ها و رسوب دادن اي جدا كردن پروتئينبرDNA  

 و ميزان خلوص آن DNAو با اسپكتروفتومتر غلظت  اده شدستفا
تا زمان گراد   درجه سانتي-20 در فريزر DNAگيري شد و هانداز

  ].23، 19[ استفاده نگهداري شد
  

PCR-SSCP 1 :  
استخراج  DNA يك و نيم ميكروليتر از :PCR الف ـ

 ميكروليتر از 5/2نانوگرم بود همراه با   50شده كه حدود 
buffer×10ميكروليتري از 3 تا 2ي متفاوت ها با غلظت MgCl2  

  ميكروليتر5 ولار مو ميليdNTP 5 ميكروليتر 5/1لار با مو ميلي25
ي هابا غلظتReverse  و Forward از هر يك از پرايمرهاي

     زير تواليو لارموميلي  5
F: 5’-GTCCCCAGGCCTCTGATTC-3 
R: 5’-CAGAGACCCTCCTCCCCAA-3’ 

  و]23[) دانش  فرآيندآلمان سفارش MWG Biotech از شركت(
 به ميكروتيوب Taq DNA Polymeraseيك واحد آنزيم 

ار تقطير شده حجم نهايي به باستريل افزوده شد و با آب مقطر دو 
 سپس با استفاده از دستگاه ترموسيكلر ،ميكروليتر رسانده شد  25

Biored MycyclerUSAژن 6 كسون ا P53 متعاقب 
 PCRبراي  كردن شرايط مطلوب) optimizatioin(ي ساز  بهينه

 ، پرايمر، DNAاز نظر گراديانت درجة حرارتي، غلظت
بهترين .  تكثير گرديدP53ژن  6 كسونكلريدمنيزيم و زمان، ا
ه  بC95° سيكل اول با دماي .دست آمده شرايط به شرح ذيل ب

مدت ه  بC94° سيكل بعدي با درجة حرارت 40 دقيقه و 5مدت 
مدت ه درجه ب DNA °C55ثانيه و درجه اتصالي پرايمر به  50

ه  بC72°در درجه حرارت ) extension( گسترش يك دقيقه و

                                                 
1 - Polymerase Chain Reaction- Single strand conformation 
polymorphism. 
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ه  بC72°مدت يك دقيقه و يك سيكل نهايي با درجه حرارت 
 در يخچال PCR محصول ،پس از تكثير. مدت ده دقيقه انجام شد

روليتر از  ميك2با  PCRشش ميكروليتر از محصول . قرار داده شد
Loadying dye ي ژل هامخلوط گرديد و سپس در چاهك

براي  Ethydium bromide از .درصد آگارز قرار داده شد  2
استفاده گرديد، از دستگاه الكتروفورز  DNAآميزي  رنگ

)HYBAID 0با مدلPS-25(80 دقيقه و با ولتاژ 90مدت ه  ب 
ز قرار دادن پس ا. جهت الكتروفورز قطعات تكثير شده استفاده شد

 Documentationژل در آب مقطر با استفاده از دستگاه 

Translominator Gel مدل )Vilber-lourmat-700 54,7 (
 اندازه bp100ماركر   با استفاده از.عمل عكسبرداري انجام شد

  بودbp 187از قطعه تكثير شده كه ند قطعات مشخص گرديد
 تعيين آلودگي نيز  از نمونه كنترل منفي جهت).1  شمارهشكل(

 ژن به جز لازم براي تكثير اين نمونه حاوي تمام مواد ،استفاده شد
DNA19 [ بود.[  

  

  
  ژن 6اكسـون    حاصـل از تكثيـر     PCR  الكتروفورز محصول  -1شكل  
P53  هاي مبتلا به سرطان كولوركتال در نمو نه% 2در ژل آگارز  

شـماره  ،  منفـي كنتـرل   : 2شـماره   ،  اسـتاندارد وزن مولكـولي    : 1شماره  
  هاي مربوط به سرطان كولوركتال نمونه: 12  تا4شماره ، نمونه سالم :3

  .توسط پيكان مشخص شده است) bp187( باند مورد نظر
  

 ـب با حرارت يـا    DNAدر اين روش :SSCP2روش    
 DNA از آنجا كه ،يدآي درمياشتهرصورت تكه شيميايي ب مواد

ژل آكريـل   يـن تغييـر در   ا،هدد مييا تغيير شكل فضايه جهشدر  
 ـ آميد با جا  )Abnormaly migrating bands (جـايي بانـد   هب

توان آن را بـا نمونـه سـالم از همـان بافـت              ميشود كه   ميهمراه  
حساس براي   يك متد سريع و    PCR-SSCP روش .مشخص نمود 

طبق مطالعات انجام شده اين روش  .]25، 24[باشد مي جهشتعيين 
 باشـد ميتر  سروش تعيين توالي حسا    نسبت به    جهشبراي تعيين   

% 5/0حاوي % 10ميد  آدر اين مطالعه ما از ژل اكريل       .]27،  26 ،25[
                                                 
2 - Single strand conformation polymorphism. 

ــيس  ــدآب ــل آمي ــولفاتbuffer TBE×10 كري ــوم پرس   و آموني
)Merk ( شود تـوأم بـا     مي ي آزاد را در ژل موجب     يهالكه راديكا 

Temed    آكريل آميد و   پليمريزاسيون   ليزور را در  اكه نقش يك كات
ساعت 5/1مدت  ه  ژل را ب  .  اكريل آميد را دارد استفاده نموديم      بيس

 ميكروليتـر   8 سپس   ،اتاق قرار داديم   براي پليمريزه شدن در فضاي    
 مخلـوط و  Lodying dyeميكروليتر از  4 را با PCRاز محصول 

 ـ DNA دقيقـه    5مدت  ه   درجه ب  95با استفاده از درجه حرارت       ه  ب
و منتقل  روي ظرف يخ     بر سپس   ،اي درآورده شد    شتهرصورت تك 

 تانك به دستگاه    .ي ژل قرار داده شد    هاپس از سه دقيقه در چاهك     
 وصل گرديد و در طول يك شب در         EPS-6oo پايا پژوهش مدل  

ــا درجــه ) Cold Room(اتاقــك ســرد  ــاژ C4°ب ــا ولت  و 60 ب
آمپر جهت الكتروفورز قطعات تكثير شده در ژل اكريل آميد            ميلي 6

د ژل به آهستگي از تانـك خـارج و بـا اسـيد              روز بع . قرار گرفت 
 دقيقه مجـاورت داده شـد و پـس از      20مدت  ه  استيك ده درصد ب   

در تـاريكي ژل    ) Merk% (1/0شستشو با آب مقطر با نيترات نقره        
بيكربنـات سـديم،    % (3 در پايان با محلول ظهـور        ،ميزي شد آرنگ

و باندها ظـاهر شـد      ) Merk (%37 تيوسولفات سديم و فرمالدئيد   
از آن عكس تهيه      درصد ثابت و   10متعاقب آن ژل در اسيد استيك       

   .) SSCPپروتكل قدم به قدم و] 24 ،19[ )2 شماره شكل( گرديد
  

  
 سـرطان   بـه  هاي مبتلا  ه نمون  در P53 ژن   6 اكسون   SSCP  -2شكل  

   كولوركتال
   باند جابجا شده را نشان مي دهد، هاپيكان

Nc: Negative control, C: cancer, N: Normal   
  

  نتايج
متعاقب تشخيص42از  نمونه سرطان كولوركتال    

 نمونه از نظر كيفي DNA 40خلوص   تعيين غلظت و باپاتولوژي
 با استفاده از پرايمر . مناسب تشخيص داده شدPCRجهت 

از  و  تكثير گرديدPCR با دستگاه P53 ژن 6 كسوناختصاصي ا
  قطعات باندهاي مورد نظر تعيينbp100الكتروفورز با ماركر 

 مورد 28زن و %) 30( مورد 12 نمونه مورد مطالعه 40از  گرديد
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  نمونه 31 ركتوم و در ناحيه %)5/22(  نمونه9مرد بودند  %)70(
ي مختلف روده بزرگ يعني سكوم، كولون هابخش در%) 5/77(

حداقل سن در . صعودي، عرضي نزولي و سيگموئيد قرار داشتند
 سال ميانگين سن 72 سال حداكثر سن 54هاي مورد مطالعه  هنمون

ها با روش نسرطااز %) 5/17(  نمونه7 در . سال بود61آنها 
SSCP مورد در 1كه از اين تعداد   ديده شد6ن كسو اجهش 

  نمونه ديگر در نواحي مختلف كولون قرار داشت6ناحيه ركتوم و 
هاي  سه با نمونهن در مقايكسودرصد آنها در اين ا 5/82و در 

تومور برداشته شده بود هيچ  كنترل كه از بافت سالم ناحيه مجاور
هاي فوق مربوط به  جهشاز %) 5(ي ديده نشد، دو نمونه جهشنوع 

 ژن 6 كسونهاي ا جهشاز ) %5/12( نمونه ديگر 5نث و ؤجنس م
P532شماره  جدول(.  مربوط به جنس مذكر بود.(  

  
هاي نسرطا   درP53 ژن 6 كسون اجهشنتايج حاصل از  -1 جدول
  ركتال مورد مطالعهكولو

 فراواني

تعداد   متغير
  كل

حضور 
  جهش
 P53 

عدم حضور 
  جهش
 P53 

P value 

  23 5 28  مرد
  جنس

  10  2  12  زن
01/0p= 

60 < 15  3  12  
  سن

60≥ 25  4  21  
11/0p=  

  25  6  31  كولون
  ومورتمحل 

  8  1  9  ركتوم
001/0p<  

  
  بحث

 نمونه تازه سرطان كولوركتال 40روي  العه كه بردر اين مط
 جنس مذكر  بهمورد مربوط 28 در ناحية اصفهان انجام شده است

تفسير ما براي تعداد . باشدمينث ؤمورد مربوط به جنس م 12و 
هاي سهاي كولوركتال در جنس مذكر وجود استرنبيشتر سرطا

 هانااز سرط  نمونه7در  .باشدميمحيطي بيشتر براي مردان 
با  كه در مقايسه ، مشاهده شدP53 ژن 6 كسون اجهش) 5/17%(

 چون يمطالعات مشابه انجام شده توسط محققين
Dermot،Yamashita در دانشگاه دوبلين ايرلندان و همكارانش  

 نمونه 66 مورد از 6 در ايرلند در .]19، 18[ دباشمي   بيشتر ژاپنو
 كه حالي در. ]19[  گزارش شده است6 كسون اجهشمورد مطالعه 
 ميلادي در ژاپن انجام شد يك 2000اي كه در سال  در مطالعه

  .]18[شده است ه دي دجهش 6در اكسون %) 5( مورد 20مورد از 
 در 6 كسون اجهش%) 29(  نمونه42 مورد از 12در شيلي در 

با توجه به مطالعاتي . ]20[ سرطان كولوركتال گزارش گرديده است
  باP53 ژن جهش تشخيص در پي  به بعديلادي م1989كه از سال 

 اين ژن جهش در جهان انجام شده ميزان  SSCPوPCR  روش
تفسير ما در مورد تغيير . ]13، 11، 4[به عوامل مختلفي بستگي دارد 

هاي ما از نوع تازه بوده كه  باشد نمونهمي به شرح ذيل جهشميزان 
باشد  برخوردار ميهاي مشابه از دقت بيشتري  در مقايسه با نمونه
هاي پارافيني كه در فرمالين   را از نمونهDNAزيرا محققين فوق 

 از DNA و استخراج نداهشده استخراج نمود) Fix(ثابت 
) cross-link( متقاطع تخاطر ايجاد اتصالاه هاي پارافيني ب نمونه

طرفي  از .]29 ،28[سازد  تكثير ژن مورد نظر را با مشكل مواجه مي
 از  كه و همكارانشRoa ي چون كه توسط محققينياهدر مطالع

  ميلادي در2000ي بيوپسي سرطان كولوركتال در سال هانمونه
 6 كسون زيادي در اً نسبتاجهشكشور شيلي استفاده كردند ميزان 

 تأييدي بر اين باشد كه تواند احتمالاًميمشاهده نمودند كه 
 از دقت هشجهاي تازه براي كارهاي مولكولي و تعيين  نمونه

ر د .]20[هاي پارافيني برخوردار باشند  بيشتري در مقايسه با نمونه
 و  Colomer توسطي كهاه مطالعانياپر اسد ميلادي 2003سال 

 شد انجام PCR-SSCPهمكارانش با روش ايمونوهيستوشيمي و 
با  P53 ژن بيان ، كولوركتالسرطانمورد   100  از نمونه29ر د

با روش  نهاآ از مورد 15ر  دكه ،دنفي بوايمونوهيستوشيمي م روش
PCR-SSCP تأييدي بر تواندمي تشخيص داده شد كه اين جهش 

طور كلي ه ب. ]21 [ انتخاب كرديم باشدهمطالعروشي كه ما براي 
 ممكن است عادات غذايي و يا عوامل توان نتيجه گرفت كه مي

ه  بP53 ژن جهش در ميزان ي يا صنعتيانطقهديگر از جمله م
صورت مستقل و يا همراه عوامل ديگر در ه نوان يك عامل خطر بع

   .دنباش هاي كولوركتال مهم نسرطا
  

  يگيرنتيجه
 يك روش ارزان، سريع، SSCPكه روش  يياز آنجا

هاي هاندازي آن در آزمايشگاهآسان، عملي و دقيق است و امكان را
 هر باشد و در پاتولوژي ما با يك هزينه نسبتاً خيلي كم ممكن مي

 چندين نمونه را مورد PCR-SSCPتوان با روش ميمرحله 
بنابراين از نظر اقتصادي براي بيماران و . ارزيابي قرار داد

 با توجه به متنوع .باشدميها اين روش مقرون به صرفه هآزمايشگا
 يي اين اكسون در نواحي مختلف جغرافياجهش  حضور ميزانبودن

جهت تعيين نوع  PCR-SSCPروش مان با زشود هممينهاد شيپ
   . استفاده شودزروش تعيين توالي ني  ازجهش
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  تشكر و قدرداني
ه از اعضاي شوراي پژوهشي دانشكده پزشكي اصفهان ب

و جناب آقايان  83182 خاطر تصويب طرح فوق به شماره
صغر ارسول صالحي، دكتر معراج پورحسين، دكتر علي  دكتر

ميرمحمد صادقي و سروري، دكتر مهاجري، دكتر صفايي، دكتر 

غفاري، : ها، خانم)س( آقاي كرمي كارشناس اتاق عمل الزهرا
اميني، مرادي و رضواني پرسنل بخش ژنتيك دانشكده پزشكي و 

 بخش پاتولوژي انها آموزگار، محمودي و حقيقي كارشناسمنخا
  .سيدالشهداءدندانپزشكي  واتاق عمل 
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